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RÔLE DE P66SHC DANS LA CARCINOGÉNÈSE COLORECTALE 
Par Alexandra Abboud 
Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l'obtention 
du grade de maître ès sciences (M.Sc.) en biologie cellulaire, Université de Sherbrooke. 
Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4 
Le gène ShcA encode pour 3 isoformes de la protéine adaptatrice Shc, soit p46, p52 et 
p66Shc. La plupart des études faites sur Shc ont été réalisées dans le contexte de l'isoforme p52Shc. 
Un des premiers rôles attribués à p52Shc a été sa capacité d'activer la voie de signalisation MAPKen 
aval des récepteurs tyrosine kinase. Par la suite, plusieurs rôles ont été attribués à p52Shc, dont 
l'induction de la prolifération cellulaire, la migration, l'angiogenèse et la croissance sans ancrage à la 
matrice extracellulaire. Tous ces processus biologiques sont impliqués dans l'initiation et la 
progression du cancer. Pendant longtemps on croyait que les 3 isoformes de Shc avaient les mêmes 
fonctions. Cependant en 1997, un rôle distinct a été découvert pour p66Shc. Cet isoforme est 
antagoniste à p52Shc, c'est-à-dire qu'il inhibe la voie MAPK, la prolifération ainsi que la migration 
cellulaire. De plus, p66Shc aurait un rôle pro-apoptotique suite à des stress cellulaires, dont le stress 
oxydatif. Ces observations suggèrent que p66Shc agirait comme suppresseur de tumeur. Nous nous 
sommes donc penchés sur son rôle au niveau de la carcinogenèse colorectale. 
Nos travaux nous ont d'abord permis de caractériser le statut des isoformes de Shc au 
niveau des cellules de cancer colorectal humain. On a observé une diminution de l'expression de 
p66Shc par rapport aux cellules normales ainsi qu'une augmentation de la phosphorylation de p52Shc 
dans les cellules cancéreuses humaines avec un potentiel plus agressif. Cependant, la réexpression de 
p66Shc dans les cellules DLD-1 possédant des niveaux non détectables de p66Shc, n'affecte pas la 
prolifération, la croissance sans ancrage à la matrice extracellulaire et ni l'apoptose suite à un stress 
oxydatif. Par la suite, les résultats obtenus par des analyses moléculaires nous ont permis de 
déterminer que la réexpression de p66Shc diminue la phosphorylation de p52Shc sur ses résidus 
tyrosines ainsi que l'interaction entre Grb2 et p52Shc. Toutefois, la réexpression de p66Shc n'a aucun 
impact sur l'activation de ERK. 
De plus, nos analyses in vivo ont démontré une diminution de la capacité des cellules DLD-1 
réexprimant p66Shc à former des tumeurs chez les souris nues injectées de façon sous-cutanée, par 
rapport aux DLD-1 contrôles. Ce qui suggère que p66Shc joue un rôle en tant que suppresseur de 
tumeur in vivo. 
En conclusion, nos résultats indiquent que la réexpression de p66Shc dans la lignée cellulaire 
humaine de cancer colorectal, soit les DLD-1, n'a pas d'impact sur l'activation de ERK et ni sur les 
différents processus biologiques en aval des voies MAPK. Mais le fait que p66Shc inhibe la 
phosphorylation de p52Shc ainsi que l'interaction entre Grb2 et p52Shc in vitro, et qu'in vivo p66Shc 
agirait comme suppresseur de tumeur, indique qu'il existe un rôle pour p66Shc dans le cancer 
colorectal. Cependant, les mécanismes sur son implication restent encore à être élucidés. 




Le cancer cotorectal (CCR) est la deuxième cause de décès par cancer au Canada. Les 
mécanismes moléculaires menant à l'initiation et à la progression de ce type de cancer 
restent encore à être élucidés. Lors de mon étude, nous nous sommes concentrés sur 
l'implication des protéines adaptatrices Shc (Src homology 2 domain containing 
transforming protein), et plus particulièrement de l'isoforme p66Shc, dans le CCR. 
1. Les protéines adaptatrices Shc 
1.1 Structure 
La protéine Shc a été découverte en 1992, lors d'un dépistage de protéines 
possédant une homologie au domaine SH2 (Src Homology domain 2) de la tyrosine kinase 
Src (sarcome) (MARTIN 2001). Ce dépistage a été obtenu à partir d'une banque d'ADNc 
chez l'homme, à l'aide d'une sonde d'ADN spécifique au domaine SH2(PELICCI et al. 1992). 
Chez les mammifères, on retrouve 4 gènes Shc : ShcA, exprimé de façon ubiquitaire, ShcB 
et ShcC, exprimés seulement au niveau des cellules neuronales; et finalement, ShcD, qui 
est exprimé essentiellement au niveau du cerveau adulte et des muscles squelettiques 
(JONES et ai. 2007). Il existe aussi des homologues de Shc chez la drosophile et chez 
C.elegans (LUZI et al. 2000). Il s'agit donc d'une protéine conservée au cours de 
l'évolution. 
Lors de mon projet d'étude, nous nous sommes concentrés plus particulièrement 
sur le gène ShcA, qui est le gène le mieux caractérisé à l'heure actuelle. Le gène ShcA code 
pour 3 isoformes de Shc: p46, p52 et p66Shc (schéma 1). Les isoformes p46Shc et p52Shc 
sont exprimées de façon ubiquitaire alors que p66Shc est retrouvé dans la majorité des 
cellules, hormis dans les lignées cellulaires hématopoïétiques (RAVICHANDRAN 2001). 
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L'isoforme p66Shc résulte d'un épissage alternatif alors que p52Shc et p46Shc sont issus 
de deux sites d'initiation de traduction alternatifs (PELICCI et al. 1992; MIGLIACCIO et al. 
1999). Les 3 isoformes de Shc possèdent en commun un domaine SH2, un domaine PTB 
(Phosphotyrosine Binding Domain) et un domaine CH1 (Collagen Homology Domain 1). 
Une particularité spécifique à la protéine p66Shc est son domaine CH2 (Collagen 
Homology Domain 2) en N-terminal, sur lequel se trouve une sérine 36 (MIGLIACCIO et al. 
1997). Les domaines SH2 et PTB sont deux domaines pouvant lier des tyrosines 
phosphorylées selon les séquences d'acides aminés qui les entourent (VAN DER GEER et 
PAWSON 1995). La capacité de posséder deux domaines pouvant se lier aux 
phosphotyrosines est une caractéristique unique aux protéines Shc (RAVICHANDRAN 
2001). Par ailleurs, leur domaine CH1 en commun possède 3 tyrosines aux résidus 239, 
240 et 317 (RAVICHANDRAN 2001). Une fois ces tyrosines phosphorylées, elles peuvent 
recruter plusieurs protéines de signalisation, dont Grb2 (Growth factor receptor-bound 
protein) (RAVICHANDRAN 2001). De plus, il a été démontré que les tyrosines 239 et 240 
permettent l'activation du facteur de transcription c-Myc par un mécanisme encore 
inconnu (RAVICHANDRAN 2001). Ce facteur de transcription possède plusieurs gènes 
cibles régulant divers processus biologiques comme le cycle cellulaire, l'apoptose, la 
différenciation cellulaire, etc. (DANG et al. 1999). 
1.2 Rôle des protéines Shc dans la voie MAPK 
Un des premiers rôles découverts pour les protéines adaptatrices Shc a été leur rôle en 
tant qu'activateurs de la voie MAPK ERK1/2 (Mitogen Activated Protein Kinase-
Extracellular Regulated kinases) en aval des récepteurs à activité tyrosine kinase (RTK). Il 
est important de mentionner que le rôle de Shc a particulièrement été caractérisé pour 
l'isoforme p52Shc, puisque ce fut le premier isoforme de Shc à être cloné (PELICCI et al. 
1992). La famille des protéines MAPK comprend 3 sous-familles : la famille des ERK 





* Résidus phosphorylés 
Schéma 1 : Structure des protéines adaptatrices Shc encodées par te gène ShcA 
Le gène ShcA code pour 3 isoformes de la protéine Shc : p66, p52 et p46Shc. Les 3 
isoformes ont en commun un domaine PTB, un domaine CHl sur lequel se trouve 3 
tyrosines (239, 240 et 317) pouvant être phosphorylées, ainsi qu'un domaine SH2. 
L'isoforme p66Shc possède un domaine CH2 en N-terminal, avec une sérine 36. 
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famille p38 MAPK (SEGER et KREBS 1995). Suite à un stimulus bien spécifique, ces kinases 
sont activées par une succession de phosphorylation qui fait intervenir les protéines 
MAPKKK (Mitogen Activated Protein Kinase Kinase Kinase), MAPKK (Mitogen Activated 
Protein Kinase Kinase) et finalement les MAPK qui sont les dernières kinases activées lors 
de cette cascade de signalisation (SEGER et KREBS 1995). La liaison des facteurs de 
croissance aux RTK permet leurs dimérisations. Ceci va provoquer l'autophosphorylation 
des tyrosines sur leur domaine kinase. Ces tyrosines ainsi phosphorylées vont permettre le 
recrutement de protéines adaptatrices comme (LEMMON et SCHLESSINGER 2010). Il a été 
démontré que cette dernière pouvait se lier à de multiples RTK via son domaine PTB dont 
le récepteur à l'EGF (Epidermal Growth factor), à l'IGF (Insulin-like Growth Factor) et au 
MET/HGF (Hepatocyte growth factor) (BATZER et al. 1994; PONZETTO et al. 1994; LEROITH 
et al. 1995; FIXMAN et al. 1996). Une fois la protéine Shc recrutée, les 3 tyrosines de son 
domaine CH1 sont phosphorylées par les RTK permettant la liaison de Grb2 via son 
domaine SH2 au site de reconnaissance spécifique pYXNX où pY est une phosphotyrosine 
(ROZAKIS-ADCOCK et al. 1992; SONGYANG et al. 1994; PAWSON et SCOTT 1997). La 
protéine Grb2 est constitutivement liée à la protéine SOS (Son of sevenless) par son 
domaine SH3 en N-terminal (EGAN et al. 1993). La liaison de Grb2 à Shc en aval des RTK a 
pour résultat de relocaliser le complexe Shc-Grb2-SOS à la membrane. Au niveau de la 
membrane, l'échangeur de nucléotide guanine (GEF), soit SOS, active la petite GTPase Ras 
par la substitution de GDP (Guanosine Diphosphate) en GTP (Guanosine Tryphosphate) 
(CHARDIN et al. 1993). Une fois Ras activé, il va permettre l'activation de la cascade de 
signalisation des MAPK qui se termine par la translocation de ERK au noyau. Dans le 
noyau, ERK mènera ultimement à l'activation de multiples facteurs de transcription dont 
c-fos et Elk-1, qui sont responsables de la transcription de plusieurs gènes impliqués dans 










Schéma 2 : Voie d'activation des MAPK en aval des RTK 
L'activation des RTK par les facteurs de croissance, permet de recruter la protéine 
adaptatrice Shc. Elle sera à son tour phosphorylée sur tyrosine et pourra recruter Grb2 qui 
est constitutivement liée à SOS. Ce complexe permet l'activation de la petite protéine G 
nommée Ras, par substitution du GDP en GTP. Ras actif, permet l'activation des protéines 
kinases de la cascade MAPK, ce qui va mener à la translocation de ERK au noyau pour 
activer les facteurs de transcription responsables de la prolifération et de la migration 
cellulaire. 
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2. Rôle de Shc dans différents processus biologiques régulant la carcinogenèse 
Au niveau cellulaire, les voies de signalisation menant aux multiples processus 
biologiques sont finement régulées. Ainsi, une dérégulation de ces voies de signalisation 
peut mener à l'initiation et à la progression du cancer (HANAHAN et WEINBERG 2000; 
CHAMBERS et al. 2002; LEMMON et SCHLESSINGER 2010). Ce volet présente l'implication 
de la protéine Shc dans ces différents processus biologiques. Il est important de noter 
encore une fois que la plupart des études faites dans le passé sur Shc ont été réalisées 
dans le contexte de l'isoforme p52Shc. De plus, nous n'aborderons pas de détails au sujet 
de l'isoforme p46Shc puisque jusqu'à maintenant, aucun rôle distinct à p52Shc n'a été 
découvert. Il est donc présumé de jouer le même rôle que p52Shc. Cependant, par rapport 
aux 2 autres isoformes, p46Shc serait localisé au niveau de la mitochondrie ainsi que dans 
le cytosol (VENTURA et al. 2004). 
2.1 Transformation cellulaire 
Lors du passage de l'état normal de la cellule à un état cancéreux, la cellule subit 
de nombreux changements physiques au niveau du cytosquelette, de la réorganisation 
des microtubules et des microfilaments, qui vont modifier sa morphologie (MANSUR et 
ANDROPHY 1993). En effet, des études ont démontré que la protéine adaptatrice Shc 
induit la transformation cellulaire suite à sa surexpression dans des fibroblastes (PELICCI 
et al. 1992). Par ailleurs, en engageant seulement les voies de signalisations de Shc en aval 
des RTK, les fibroblastes subissent une transformation morphologique (DANKORT et al. 
2001; SAUCIER et al. 2002). 
2.2 Prolifération cellulaire 
La prolifération cellulaire est un processus dans lequel les cellules se multiplient en 
progressant dans le cycle cellulaire. Dans le cancer, ce processus est dérégulé en 
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augmentant la vitesse de transition du cycle cellulaire, ou en permettant les cellules de 
croître sans inhibition de contact cellule-cellule (PELICCI et al. 1992). Une des voies de 
signalisation régulant la prolifération est la voie MAPK. Certains types de cancers, dont le 
CCR, présentent une mutation du gène Ras (BOS 1989). Ceci entraine une activation 
soutenue de Ras, activant donc continuellement la voie MAPK pouvant mener à une 
hyperprolifération cellulaire. De plus, plusieurs études ont démontré que l'engagement de 
Shc en aval de différents RTK, soit les récepteurs à l'EGF et l'IGF ainsi qu'au niveau des 
intégrines, est impliqué dans la progression du cycle cellulaire au niveau de plusieurs types 
cellulaires (SASAOKA et al. 1994; WARY et al. 1996; STEVENSON et al. 1999; GUO et 
GIANCOTTI 2004). 
2.3 Survie cellulaire 
Une des voies régulant la survie cellulaire est la voie PI3K/AKT 
(Phosphatidylinositol 3-kinases) qui bloque l'apoptose (DEL PESO et al. 1997). Les 
protéines Shc permettent l'activation de cette voie, indirectement via la protéine 
d'échafaudage Gabl (GU et al. 2000). Comme décrit plus haut, l'activation des RTK 
entraîne le recrutement de Shc qui à son tour recrutera Grb2 pouvant se lier à Gabl, qui 
lui active AKT via la PI3K (Schéma 3). Les PI3K sont des lipides kinases qui phosphorylent 
des lipides membranaires (HIRSCH et al. 2007). Ce sont généralement des enzymes 
hétérodimériques composées de deux sous-unités : une sous unité régulatrice (p85) et 
une sous unité catalytique (pllO) (HIRSCH et al. 2007). La sous-unité régulatrice permet le 
recrutement de la PI3K à des récepteurs membranaires ou à des molécules adaptatrices, 
tel que Gabl via son domaine SH2; alors que la sous-unité catalytique est responsable de 
la phosphorylation du phosphatidylinositol (4,5) biphosphate (PI(4,5)P2) pour former le 
phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphate (PI(3,4,5)P3) (PIP3). Celui-ci est ensuite reconnu 
par les domaines PH (Pleckstrin Homology Domain) de diverses kinases au niveau de la 
membrane plasmique, dont AKT. Cette dernière est une sérine/thréonine kinase qui peut 




Schéma 3 : Activation de la voie PI3K/AKT via Gabl 
L'activation des RTK par les facteurs de croissance permet de recruter la protéine 
adaptatrice Shc. La protéine Shc sera phosphorylée sur tyrosine et pourra ainsi recruter 
Grb2 qui est iié à Gabl de façon constitutive. Cette dernière possède différents sites de 
liaison pour de multiples protéines comme PI3K. Cette dernière permet l'activation d'AKT 
ainsi que le recrutement de SHP-2 qui va mener à l'activation de Ras. Ceci entraîne la 
survie cellulaire et l'activation de la voie MAPK. 
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l'apoptose et favorisant de ce fait la survie cellulaire (HIRSCH et al. 2007). Parmi les cibles 
d'AKT on retrouve BAD (Bcl2-associated death promoter), qui produit son effet 
apoptotique en liant et inactivant les homologues Bcl-2 pro-survies (DEL PESO et al. 1997). 
Cette kinase permet aussi la phosphorylation de la procaspase-9, impliquée dans la voie 
apoptotique, ce qui entraîne une diminution de l'activité protéolytique de la forme active 
de cette caspase in vitro (CARDONE et al. 1998). Il a été démontré que Shc avait un rôle 
anti-apoptique dans les cellules hématopoïétiques en réponse à l'interleukine-3 (IL-3) 
(GOTOH et al. 1996). De plus, une étude a démontré que Gabl menait à l'activation de la 
voie AKT en aval des RTK dans les fibroblastes ainsi que la voie MAPK (HOLGADO-
MADRUGA et al. 1996; LAMOTHE et al. 2004; MATTOON et al. 2004). La protéine Gabl a 
aussi été reconnue d'être nécessaire à la survie des cellules progénitrices de muscle 
d'embryons de souris et de poussin (VASYUTINA et al. 2005). Ainsi la protéine Shc permet 
d'activer la voie AKT et MAPK indirectement en passant par Gabl. 
2.4 Croissance sans ancrage à la matrice extracellulaire 
La capacité de croître et de survivre sans ancrage à la matrice extracellulaire est 
une caractéristique typique de cellules cancéreuses. Ceci va contribuer à la survie dans la 
circulation et ultimement permettre la croissance de métastases (CHAMBERS et al. 2002). 
Ce qui peut influencer la capacité à ces cellules de survivre dans un tel environnement est 
la résistance à la mort cellulaire suite à un détachement de la matrice extracellulaire, 
c'est-à-dire l'anoïkose. Ce mécanisme de mort cellulaire retrouvé surtout au niveau des 
cellules épithéliales, passe par les intégrines et des voies de signalisation comme la voie 
PI3K/AKT (GROSSMANN 2002; DUFOUR et al. 2004). Des études ont démontré la capacité 
des fibroblastes à croître dans l'agar mou en engageant seulement les voies de 
signalisation de Shc en aval des RTK et des intégrines (DANKORT et al. 1997; SAUCIER et al. 
2002; GUO et GIANCOTTI 2004). Ces études suggèrent que l'engagement de Shc est 




La migration cellulaire est un phénomène qui correspond au mouvement des 
cellules au sein de leur environnement. Elle joue un rôle dans la mise en place des tissus et 
des organes au cours du développement, dans la réparation des blessures au stade adulte 
ou encore à la dissémination métastatique des cellules tumorales (CHAMBERS et al. 2002). 
La migration de la cellule tumorale constitue un événement majeur de l'invasion 
tumorale. Ce processus biologique peut aussi être régulé par la voie MAPK ERK1/2 
(schéma 2). De plus, Shc a été démontré d'être impliqué dans la migration suite à son 
recrutement au niveau des intégrines dans les lignées cellulaires Cos-7 (cellule rénale de 
singe) ou au niveau du récepteur ErbB2, un RTK de la famille d'EGFR (COLLINS et al. 1999; 
HOOD et CHERESH 2002; MARONE et al. 2004). Ainsi, l'engagement de Shc par les RTK, en 
aval de la voie MAPK est impliqué dans la migration cellulaire. 
2.6 Angiogenèse 
L'angiogenèse est un processus où l'on observe l'apparition de nouveaux vaisseaux 
sanguins à partir de vaisseaux sanguins préexistants (CARMELIET et JAIN 2000). 
Au niveau du cancer, une expansion rapide des tumeurs et des métastases nécessite un 
apport en nutriment et en oxygène. Cet apport est assuré par la néoformation d'un réseau 
sanguin qu'est l'angiogenèse tumorale. Plusieurs facteurs moléculaires sont impliqués 
dans ce processus, comme le facteur VEGF (Vascular endothelial growth factor) qui est un 
médiateur central à l'initiation de ce phénomène (CARMELIET et JAIN 2000). La première 
évidence démontrant l'implication de Shc dans l'angiogenèse a été observée après avoir 
généré des souris possédant une délétion du gène ShcA abolissant l'expression des 3 
isoformes de Shc (LAI et PAWSON 2000). Ils ont observé que les souris possédaient des 
défauts au niveau de l'angiogenèse et au niveau de la formation de vaisseaux sanguins 
matures (LAI et PAWSON 2000). De plus, l'engagement de Shc en aval des RTK dans les 
fibroblastes a été démontré d'être essentiel à l'induction du facteur VEGF (SAUCIER et al. 
2004). De plus, l'engagement des voies de signalisation de Shc dans des modèles de 
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fibroblastes a été démontré d'être essentiel à l'induction de la production du facteur pro-
angiogénique VEGF, le facteur de croissance endothélial vasculaire, ainsi qu'à 
l'angiogenèse tumorale in vivo en aval du récepteur Met et du RTK Neu/ErbB2 (SAUCIER et 
al. 2004). Plus récemment, une étude a validé le rôle clé de Shc dans l'angiogenèse et la 
tumorigenèse chez des modèles de souris transgéniques dont la formation de tumeurs est 
induite spécifiquement au niveau de l'épithélium de la glande mammaire par l'expression 
d'une forme oncogénique du récepteur Neu/ErbB2 ou de l'antigène moyen T du virus du 
polyome sous le contrôle du promoteur MMTV (Mouse Mammary Tumor Virus) (URSINI-
SIEGEL et al. 2008). 
3. Stress oxydatif 
3.1 Définition 
Le stress oxydatif dans le métabolisme est dû à une présence trop importante 
d'espèces réactives oxygénées (ERO) qui s'explique par un déséquilibre entre leur 
génération par les pro-oxydants et leur élimination par des enzymes antioxydantes. Les 
enzymes ne sont pas les seules impliquées dans le maintien de cet équilibre, les vitamines 
antioxydantes comme les vitamines E, et C ont un rôle à jouer (IRSHAD et CHAUDHURI 
2002). Les ERO en excès nuisent à la cellule en entraînant des dommages par l'oxydation 
des composés cellulaires, dont l'ADN, l'ARN ou les protéines (DROGE 2002). Ces 
dommages intracellulaires constituent des signaux pro-apoptotiques menant à la mort 
cellulaire programmée. 
3.2 Source de production des ERO 
Les ERO sont des molécules fortement réactives contenant toutes de l'oxygène. Il 
existe deux classes d'ERO; les radicaux libres où l'on retrouve le superoxyde (02 "), l'oxyde 
nitrique (NO) et l'hydroxyle (OIT); puis les non-radicaux libres qui comprennent le 
peroxynitrite (ONOO), le peroxyde d'hydrogène (H202) et les peroxydes lipidiques (LOOH) 
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(STORZ 2005). L'H202 possède une grande capacité oxydante et rentre facilement en 
réaction spontanée avec les ions Fe2+ pour produire du OH" (réaction de Fenton, (LLOYD et 
al. 1997). Les ERO sont souvent des dérivés de réactions qui ont lieu dans la chaîne 
d'électron de transfert (THANNICKAL et FANBURG 2000). La production d'ERO peut se 
faire dans différents compartiments cellulaires, comme le réticulum endoplasmique, le 
peroxysome et la membrane nucléaire. Toutefois, une source majeure de leur production 
est la mitochondrie qui possède une chaîne d'électron de transfert importante. Une autre 
source de production importante des ERO est l'enzyme NADPH oxydase présente surtout 
dans les cellules phagocytaires, qui peut réduire l'02 en 02 " qui sera libéré dans le milieu 
cellulaire pour éliminer les bactéries (THANNICKAL et FANBURG 2000). 
3.3 Régulation du stress oxvdatif 
Les ERO sont des produits normaux de l'activité mitochondriale et participent aux 
phénomènes de régulation de l'homéostasie cellulaire. Afin de maintenir l'équilibre du 
niveau d'ERO, il existe des enzymes antioxydantes qui régulent leur production. Ces 
enzymes font parties de la famille des superoxydes dismutases (SOD) comportant 3 sous-
familles selon le type de cofacteur de métal utilisé (THANNICKAL et FANBURG 2000). On 
retrouve, soit celles qui utilisent le cuivre et le zinc, le fer et le manganèse ou le nickel. 
Dans les mitochondries, le type de métal le plus répandu est le manganèse (Mn). Les SOD 
vont donc l'utiliser comme cofacteur, ils sont donc nommés les MnSOD (manganèse 
superoxyde dismutase). Elles convertissent l'02" en H202, qui est à son tour transformé en 
H20 et 02 par une catalase ; une enzyme qui convertit les réactions d'oxydo-réduction du 
H202 (schéma 4) (GREENWALD et al. 1989). 
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02~ > H2O2 * HjO + O2 
SOD catalase 
Superoxyde Dismutase 
Schéma 4 : Réaction de dismutation de l'anion superoxyde et de réduction du H202 
Réaction de la réduction du superoxyde à l'aide d'une superoxyde dismutase en H202 qui 
est à son tour dégradé en eau et en oxygène par une catalase. 
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3.4 Voies de signalisation et réponse au stress oxvdatif 
3.4.1 Voie apoptotique 
Lors d'un stress oxydatif, les cellules normales entrent en apoptose due à plusieurs 
dommages intracellulaires. L'apoptose consiste en une mort cellulaire programmée et 
peut passer par deux voies; la voie intrinsèque ou extrinsèque (LEIST et JAATTELA 2001). 
La voie extrinsèque fait intervenir des récepteurs de la mort (Fas-L, TNF, Trail), alors que la 
voie intrinsèque passe par la mitochondrie. En général, en réponse aux facteurs pro-
apoptotiques, l'activation de la voie intrinsèque implique la relâche de cytochrome c de la 
mitochondrie. Cette relâche dépend surtout de la famille de protéines Bcl-2 (OU et al. 
2002; HAUPT et al. 2003). Le cytochrome c va par la suite se lier à APAF-1 (Apoptotic 
peptidase activating factor 1) qui est lié de façon non-covalente à la procaspase-9. Ainsi, la 
formation de l'apoptosome, composé du cytochrome c, d'APAF-1 et de la procaspase-9 va 
permettre le clivage de la procaspase-9 en caspase-9 active et ainsi mener au clivage de la 
procaspase-3 en caspase-3 active (ZOU et al. 2003). La caspase-3 étant une caspase 
effectrice, elle va pouvoir cliver et activer plusieurs substrats dont CAD (Caspase-Activated 
DNAase) qui entraîne la dégradation d'ADN internucléosomique menant à la mort 
cellulaire (RAO et al. 1996; VACHON 2006). Un des médiateurs clés de cette voie est le 
facteur de transcription p53 qui entraînerait la relâche du cytochrome c au niveau de la 
mitochondrie afin d'activer l'apoptosome (SCHULER et al. 2000). En présence de facteurs 
pro-apoptotique, comme le stress oxydatif, p53 peut induire l'apoptose (voir schéma 5 A). 
3.4.2 Voie MAPK 
Des études ont démontré que les ERO pouvaient avoir un rôle en tant que 
messagers secondaires dans la signalisation intracellulaire (MATES et al. 2008). Par 
ailleurs, lorsque la cellule se trouve exposée à un stress oxydatif, elle va répondre à ce 
signal pour se protéger. Ainsi, plusieurs voies de signalisation vont être activées dont la 
voie ERK1/2, JNK et p38 MAPK (HU et al. 1998; WANG et al. 1998; STORZ 2005; 
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MCCUBREY et al. 2006; WU 2006). La première protéine kinase à être activée en réponse 
au stress oxydatif dans la voie p38 MAPK ainsi que dans la voie JNK est la kinase ASK-1 
(apoptosis signal-regulating kinase 1) (WANG et al. 1998; FINKEL et HOLBROOK 2000). 
Pour la voie p38 MAPK, ASK-1 permet la phosphorylation de MKK 3-6 et finalement de p38 
MAPK (WANG et al. 1998) (voir schéma 5.B). Alors que dans la cascade de signalisation de 
JNK cette dernière va phosphoryler la protéine MKK 4-7 et par la suite JNK 1/2/3. Les deux 
voies mènent finalement à l'activation de différents facteurs de transcription, dont p53, 
qui va induire l'apoptose (voir schéma 5.A). 
3.5 Rôle du stress oxydatif dans le cancer 
Le rôle des ERO dans le cancer reste encore controversé. Est-ce qu'elles ont un effet 
néfaste ou plutôt positif? Pour répondre à cette question, des chercheurs ont analysé 
l'impact d'inhiber les antioxydants qui permettent d'éliminer les ERO. Pour ce faire, ils ont 
généré des souris déficientes pour les SOD (ELCHURI et al. 2005). Ces études ont 
démontré que la surproduction d'ERO en absence d'antioxydant entraînait des 
phénotypes cancéreux, par exemple développer un cancer du foie, chez la souris. Ainsi, 
des individus avec un niveau élevé d'ERO auraient plus de chance à développer un cancer. 
Par ailleurs, des études ont démontré que les tumeurs possèdent un niveau d'ERO élevé 
(SZATROWSKI et NATHAN 1991; ZHOU et al. 2003). Comme nous l'avons mentionné 
précédemment, le développement du cancer est dû à une dérégulation de multiples 
fonctions biologiques comme la prolifération cellulaire, l'angiogenèse, la transition 
épithéliale mésenchymateuse, l'invasion, l'apoptose etc. Tous ces processus biologiques 
sont régulés par des voies de signalisation tout particulièrement par la voie des MAPK en 
aval des RTK. Ce qui est intéressant, c'est que plusieurs études ont démontré que le stress 
oxydatif est impliqué dans la régulation de ces voies et donc serait impliqué dans les 
différentes fonctions biologiques menant au cancer (WISEMAN et HALLIWELL 1996; ZHOU 
et al. 2003; WU 2006). 
Stress oxydatif 
Apoptosome 
f p66Shc,Puma, Noxa, Bax 
| Bd-2, Bel-XL 
é <* 
• cytochrome c 
APAF-1 











Il H M H 
MKK4/7 
JNKl/2/3 
noyau ^ fircr 
pss ) r* 
/ 
i I ri I 1 1 M I TTHT 
APOPTOSE 
17 
Schéma 5 : Modèle d'activation de la voie apoptotique ainsi que la voie p38 MAPK et 
JNK en réponse au stress oxydatif 
A) Modèle de la voie apoptotique médiée par p53 en réponse à un stress oxydatif 
entraînant la relâche de cytochrome c de la mitochondrie. Le cytochrome c va se fixer à 
APAF-1 qui est lié à la procaspase-9, ce complexe forme l'apoptosome. La procaspase-9 
est clivée en caspase-9 active permettant l'activation de la caspase-3. B) Modèle de 
l'activation de deux voies de la famille MAPK, soit p38 MAPK et JNK, stimulées en réponse 
à un stress oxydatif. Tous deux mènent à l'apoptose en passant d'abord par l'activation 
d'ASK-1. Dans la voie p38 MAPK, ASK-1 permet la phosphorylation de MKK3/6 et ce 
dernier la phosphorylation et la translocation de p38 MAPK pour activer p53 impliqué 
dans l'apoptose. Alors que la voie JNK active JNK1/2/3 qui transloque au noyau activant lui 
aussi p53 mais passant par une cascade de protéine kinase différente. 
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4. L'isoforme p66Shc 
L'isoforme p66Shc possède à son extrémité N-terminale un domaine CH2 absent chez 
les autres isoformes, sur lequel se trouve la sérine 36 pouvant être phosphorylée (schéma 
1) (MIGLIACCIO et al. 1999). Dans ce volet, nous allons nous concentrer aux rôles 
spécifiques à p66Shc. 
4.1 Rôle de p66Shc dans la voie MAPK 
Nous savons qu'un des premiers rôles définis pour Shc a été son implication dans 
la voie MAPK. Cependant, ce rôle en tant qu'activateur des MAPK a surtout été 
documenté pour l'isoforme p52Shc. Deux études sont parues en 1997 démontrant un rôle 
en tant qu'inhibiteur des voies MAPK pour l'isoforme p66Shc en aval du récepteur à l'EGF 
(MIGLIACCIO et al. 1997; OKADA et al. 1997). La première a été effectuée avec les cellules 
HeLa, issues d'un adénocarcinome de l'utérus, qui ont été privées de sérum et stimulées à 
l'EGF. L'analyse de l'activation des MAPK a démontré que la surexpression de p66Shc ne 
modulait pas l'activation d'ERKl/2 alors que celle de p52Shc augmentait leur activation. 
Néanmoins, d'autre analyses plus poussés ont démontré une diminution de l'activité 
transcriptionnelle du promoteur fos dans les cellules HeLa et les cos-1 réexprimant p66Shc 
(MIGLIACCIO et al. 1997). Le facteur de transcription c-fos se trouve en aval de ERK, il est 
donc un bon indicateur de l'activité des MAPK. Ainsi, son activité transcriptionnel a été 
étudiée. Quant à la seconde étude, elle a été réalisée sur des CHO (cellules d'hamster 
chinois), les cellules ont encore une fois été stimulées avec de l'EGF et dans ce cas-ci, suite 
à une transfection de l'ADNc codant pour p66Shc, une diminution de l'activation d'ERKl/2 
a été observée (OKADA et al. 1997). Une autre étude a aussi démontré un rôle inhibiteur 
de p66Shc sur l'activité des MAPK dans le contexte des cellules lymphocytaires T en 
réponse au RCT (récepteur de cellule T) des récepteurs d'immunoglobuline d'adhésion 
(SPRINGER 1990; PACINI et al. 2004). La signalisation en aval des RTK passant par les 
MAPK régule de nombreux processus biologiques et suite au rôle négatif de p66Shc sur 
cette voie, les chercheurs ont donc déterminé s'il avait un impact sur les fonctions 
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biologiques régulées par ces voies. En effet, une étude a démontré que non seulement 
p66Shc avait un rôle inhibiteur sur les MAPK en aval du récepteur à l'IGF dans les cellules 
de muscle lisse porcines (pSMC), mais qu'il inhibait aussi la migration et la prolifération (XI 
et al. 2008). Une autre étude a aussi démontré que p66Shc régule négativement la voie 
MAPK en aval du récepteur à l'IGF dans les cellules myoblastiques de muscle squelettique 
de rat (NATALICCHIO et al. 2004). Ces études confirment donc un rôle négatif pour p66Shc 
sur l'activation des MAPK, jouant ainsi un rôle opposé à p52Shc. 
Plusieurs études moléculaires ont été effectuées afin de comprendre le rôle 
inhibiteur de p66Shc (KHANDAY et al. 2006; ARANY et al. 2008; XI et al. 2008). Une 
première étude réalisée dans le contexte du récepteur à l'EGF, suggère que p66Shc et 
p52Shc compétitionnent pour la liaison de Grb2. Ainsi, p66Shc empêcherait p52Shc de se 
lier avec Grb2 et il n'y aurait donc pas activation de la voie MAPK (ARANY et al. 2008) (voir 
schéma 6). Une autre étude propose que la phosphorylation de p52Shc dépendrait d'un 
complexe composé de la protéine transmembranaire SHPS-1 (SH2 domain-containing 
protein tyrosine phosphatase substrate-1), de la tyrosine phosphatase SHP-2 (Src 
homology 2 domain tyrosine phosphatase) et de la tyrosine kinase Src. Suite à l'activation 
du récepteur IGFR (IGF-I growth factor receptor) par l'IGF-l, il va phosphoryler SHPS-1 sur 
ses tyrosines. Cette protéine possède 4 sites de liaisons pour des domaines SH2. Ainsi, une 
fois ses tyrosines phosphorylées, elle va permettre le recrutement de plusieurs protéines 
via leur domaine SH2 dont la phosphatase SHP-2. Ceci va mener à la liaison de la tyrosine 
kinase Src qui va à son tour phosphoryler p52Shc qui va lier Grb2 et donc d'activer la voie 
MAPK (TAKADA et al. 1998; WALTER et al. 1999; LING et al. 2005). Dans ce cas-ci, la 
protéine p66Shc viendrait inhiber la formation de ce complexe, en bloquant l'interaction 
entre SHPS-1 et SHP-2 ou entre SHP-2 et Src. La protéine p52Shc ne sera donc pas 
phosphorylée et ne pourra pas activer la voie MAPK (XI et al. 2008) (voir schéma 7). Nous 
savons que 
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Schéma 6 : Premier modèle suggéré pour expliquer l'effet inhibiteur de p66Shc sur les 
MAPK en aval des RTK 
Schéma représentant un modèle suggéré (ARANY et al. 2008) pour expliquer l'effet 
inhibiteur de p66Shc sur l'activation des MAPK en aval des RTK. Ici, p66Shc 
compétitionnerait avec p52Shc pour la liaison de Grb2. Ainsi, Grb2 ne se liera pas à 






^ Résidu phosphorylé 
£3 Inhibition de la phosphorylation 
Schéma 7 : Second modèle suggéré pour expliquer l'effet inhibiteur de p66Shc sur les 
MAPK en aval des RTK 
Ce modèle propose qu'il existerait un complexe comprenant SHPS-1, SHP-2 et Src, 
nécessaire à ia phosphorylation de p52Shc et donc au recrutement de Grb2 pour activer 
les MAPK. Dans ce cas, p66Shc viendrait inhiber la formation de ce complexe, empêchant 
la phosphorylation de p52Shc et inhibant l'activation de la voie MAPK. Ce modèle a été 
suggéré suite aux études faites dans le contexte du récepteur à l'IGF (XI et al. 2008). 
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l'activation de la voie MAPK dépend entre autres de l'activation de Ras par SOS qui est lié 
à Grb2 de façon constitutive. Cependant, une dernière étude a démontré que le domaine 
CH2 de p66Shc se lierait au domaine SH3 en C-terminal de Grb2 et empêcherait sa liaison 
à SOS, inhibant donc sa capacité à activer Ras (KHANDAY et al. 2006)(voir schéma 8) 
4.2 Rôle de p66Shc dans le stress oxvdatif 
4.2.1 Découverte 
L'implication de p66Shc au niveau du stress oxydatif a été découverte en 1999 par le 
groupe de Pelicci, en générant des souris qui possédaient une mutation sur l'exon CH2 de 
p66Shc (MIGLIACCIO et al. 1999). Les souris n'exprimaient donc pas p66Shc. Les 
chercheurs ont constaté que ces souris avaient une durée de vie prolongée de 30%. De 
plus, en traitant les cellules fibroblastiques embryonnaires (MEF) dérivées de ces souris, 
au H202 et aux ultra-violets, ils ont démontré que ces cellules résistaient à l'apoptose. 
Cette résistance dépendrait aussi de la phosphorylation sur la sérine 36 de p66Shc. En 
effet, en réexprimant l'ADNc codant pour la forme sauvage de p66Shc dans les 
fibroblastes embryonnaires de souris p66Shc_/", les cellules ne résistaient plus au 
traitement au H202. Cependant, les fibroblastes dérivés de souris p66Shc_/", transfectés 
avec l'ADNc codant pour la forme de p66Shc mutée sur sa sérine 36 en alanine (S36A), 
résistaient toujours à ce traitement (MIGLIACCIO et al. 1999). Suite à cette étude, un 
nouveau rôle a été attribué pour p66Shc en tant que facteur pro-apoptotique en réponse 
au stress oxydatif. 
4.2.2 Fonctions pro-apoptotiques 
Plusieurs études suggèrent que le rôle pro-apototique de p66Shc passerait par la 





Schéma 8 : Troisième modèle suggéré pour expliquer l'effet inhibiteur de p66Shc sur les 
MAPK 
A) Dans ce modèle (KHANDAY et al. 2006), le domaine CH1 de p66Shc est lié au domaine 
SH2 de Grb2. Afin de permettre l'activation de la voie MAPK, Grb2 lie SOS via son domaine 
SH3 en N-terminal. B) Cependant, il semblerait que le domaine CH2 de p66Shc viendrait se 
lier au domaine SH3 en N-terminal de Grb2 empêchant donc la liaison de Grb2 avec SOS 
qui perd son affinité pour la petite protéine G Ras. 
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mécanismes moléculaires menant à l'activité apoptotique de p66Shc restent encore à être 
élucidés. De ce fait, plusieurs études ont analysé différentes possibilités. Une étude 
suggère qu'il existerait deux fractions pour p66Shc, une au niveau du cytosol et l'autre au 
niveau de la mitochondrie. Celle au niveau du cytosol nécessiterait p53 pour augmenter sa 
stabilité. Ceci va permettre d'induire une chute du potentiel membranaire de la 
mitochondrie, menant donc à la relâche de cytochrome c (voir schéma 9) (TRINEI et al. 
2002). Une étude a démontré que la translocation de p66Shc du cytosol au niveau de la 
mitochondrie dépendrait de la prolyl-isomérase 1 (Pinl). Dans les MEF, la protéine kinase 
C (PKC) phosphorylerait p66Shc sur sa serine 36, elle serait reconnu par Pinl qui induirait 
un changement de sa conformation favorisant ainsi sa translocation dans la mitochondrie 
(PIIMTON et al. 2007). Pour ce qui est de la fraction de p66Shc qui se trouverait au niveau 
de la mitochondrie, elle serait maintenue inactive, indépendamment de p53, par un 
complexe de protéine comprenant la protéine Hsp70 (protéine de choc thermique), et les 
membres de la famille TIM-TOM (PINTON et al. 2007). Le complexe TIM/TOM permet 
l'entrée des protéines cytosoliques dans la mitochondrie alors que la chaperonne Hsp70 
s'assure de la bonne conformation des protéines et les protège contre des stress 
cellulaires. Suite à un stress oxydatif, il y aurait déstabilisation du complexe, libérant 
p66Shc (ORSINI et al. 2004), qui va pouvoir agir au niveau de la mitochondrie et permettre 
la relâche de cytochrome c dans le cytoplasme. De plus, il a été démontré que plusieurs 
sérine/thréonine kinases comme PKC, p38 MAPK et JNK phosphorylent la sérine 36 de 
p66Shc en réponse à un stress oxydatif (LE et al. 2001; PINTON et al. 2007). Ainsi, ces 
kinases étant aussi activées suite à un stress oxydatif, elles pourraient en effet 
phosphoryler p66Shc sur sa sérine 36 dans ces conditions. 
4.2.3 Régulateur d'ERO 
Par ailleurs, il est suggéré que p66Shc régulerait les niveaux d'ERO intracellulaire 
en agissant comme une enzyme redox (MIGLIACCIO et al. 2006). C'est-à-dire que p66Shc 
réduirait l'02 en H202, en utilisant les électrons de la chaîne de transfert d'électrons dans 
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Stress oxydatif 
• cytochrome c 
• sérine 36 
APAF-1 
Apoptosome 
Schéma 9 : Modèle de l'apoptose passant par la voie p53-p66Shc 
Lors d'un stress oxydatif, p53 stabiliserait p66Shc, permettant la relâche du cytochrome c 
de la mitochondrie. Le cytochrome c va se fixer à APAF-1 qui est lié à la procaspase-9, il y a 
formation de l'apoptosome. Les procaspase-9 sont clivées en caspase-9 permettant 
l'activation de la caspase-3. 
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la mitochondrie. Cette régulation s'effectuerait via les protéines forkhead comme F0X03a 
qui font partie d'une famille de facteurs de transcription, qui protègent la cellule contre le 
stress oxydatif (VAN DER HORST et BURGERING 2007). Pour ce faire, ils augmentent la 
capacité antioxydante de la cellule en générant du MnSOD. Il a été démontré que p66Shc 
inhibe Foxo3A, ce qui diminue donc la génération de MnSOD (NEMOTO et FINKEL 2002; 
PANI et GALEOTTI 2010; YAMAMORI et al. 2011). 
4.3 Rôle de p66Shc dans le cancer 
Le rôle de p66Shc au niveau du cancer reste à ce jour encore très peu étudié et surtout 
controversé. Une étude suggère que p66Shc pourrait jouer un rôle de suppresseur de 
tumeur dans le cancer du poumon en régulant l'anoïkose (MA et al. 2010). En effet, cette 
étude a démontré qu'alors que les cellules épithéliales bronchiques primaires humaines 
expriment l'isoforme p66Shc, celui-ci est absent dans les cellules cancéreuses pulmonaires 
humaines hautement métastatiques (MA et al. 2010). Significativement, la réexpression 
de p66Shc dans ces même cellules cancéreuses pulmonaires s'avéra non seulement à 
induire une sensibilité accrue à l'anoïkose, mais également à diminuer la capacité de ces 
cellules à former des métastases pulmonaires suite à leur injection dans la veine de la 
queue de souris (MA et al. 2010). Dans le même ordre d'idées, des études supportent que 
p66Shc aurait un rôle anti-tumorigénique au niveau du cancer du sein. Une étude a 
démontré que des lignées de cellules hautement agressives isolées de cancers du sein 
possédaient des niveaux élevés de phosphorylation de p52Shc sur tyrosines, mais 
exprimaient très peu l'isoforme p66Shc (STEVENSON et FRACKELTON 1998). De plus, des 
analyses par immunohistochimie (IHC) d'échantillons issus de tumeurs primaires de 
patients atteints du cancer du sein démontrèrent qu'un ratio élevé entre le niveau total 
de la phosphorylation des isoformes de Shc sur tyrosines et l'expression de p66Shc serait 
un indicateur d'un mauvais pronostic et ce, même chez les sujets ne présentant aucun 
signe de dissémination métastatique au niveau des nodules lymphatiques (DAVOL et al. 
2003; FRACKELTON et al. 2006) 
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Néanmoins, plusieurs études soutiennent que p66Shc contribuerait positivement à la 
progression des cancers. Par exemple, une étude a observé une augmentation de 
l'expression de p66Shc et de sa phosphorylation sur tyrosines chez une lignée cellulaire 
variante hautement métastatique des cellules humaines de cancer du sein MDA-MB-231 
par rapport aux cellules parentales (JACKSON et al. 2000). Dans cette même étude, 
l'analyse par immunobuvardage du niveau d'expression des différentes isoformes de Shc 
dans des lésions primaires de cancer du sein démontra une corrélation entre le niveau 
élevé de l'expression de p66Shc et l'infiltration métastatique des ganglions sentinelles 
axillaires chez les patientes (JACKSON et al. 2000). Dans cette même optique, une analyse 
par IHC a montré qu'un marquage nettement plus élevé de p66Shc dans les carcinomes de 
cancer de la prostate par rapport à l'épithélium normal adjacent (LEE et al. 2004). Des 
études subséquentes indiquent un rôle pro-mitogénique de p66Shc dans la carcinogenèse 
de la prostate qui serait en lien avec sa capacité à induire la production d'ERO 
(VEERAMANI et al. 2005). En outre, il a été démontré que la stimulation de la prolifération 
des cellules cancéreuses humaines de la prostate LNCaP par l'androgène 
dihydrotestostérone (DHT) était accompagnée par une élévation de l'expression de 
p66Shc ainsi que de la production d'ERO. De plus, dans ce même modèle cellulaire, la 
surexpression de p66Shc s'est avérée d'augmenter le niveau basai de la croissance et de la 
production d'ERO, alors qu'à l'inverse, une diminution de l'expression de p66Shc grâce à 
une approche d'ARN d'interférence diminuait la prolifération et la production d'ERO 
induite par le DHT (VEERAMANI et al. 2005). Et finalement, l'unique étude à ce jour qui a 
évalué le rôle de p66Shc dans le CCR a démontré par une analyse d'IHC de lésions 
cancéreux de patients atteints d'un cancer du côlon de stade MA, que le niveau 
d'expression à la hausse de p66Shc permettait de prédire le risque de récidive et de décès 
des patients par ce type de cancer (GROSSMAN et al. 2007). 
En somme, le rôle de p66Shc dans l'initiation et la progression des cancers est ambigu, 
mais il semblerait agir soit en tant qu'oncogène ou suppresseur de tumeur selon le 
contexte cellulaire. 
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5. Hypothèse et objectifs de recherche 
Dans cette étude je vais me concentrer sur les mécanismes moléculaires régulant la 
carcinogenèse du cancer colorectal. Comme décrit précédemment, la protéine Shc est 
impliquée dans les voies de signalisation régulant diverses fonctions biologiques 
impliquées dans la carcinogenèse. Cette protéine comporte 3 isoformes, dont l'isoforme 
p66Shc qui possède des fonctions uniques par rapport à p52Shc et p46Shc. Premièrement, 
p66Shc inhiberait l'activation des voies MAPK, et donc les fonctions biologiques régulées 
par cette voie, dont la prolifération et la migration cellulaire. De plus, il serait un 
médiateur important dans l'apoptose en réponse au stress oxydatif. Le stress oxydatif est 
augmenté dans les tumeurs et semble jouer un rôle clé dans la progression du cancer. 
Tout ceci me mène à poser mon hypothèse de recherche : La protéine p66Shc joue un 
rôle au niveau de la carcinogenèse colorectale. Afin de vérifier cette hypothèse, je me 
suis fixée deux objectifs. Le premier objectif était de définir l'expression des isoformes de 
la protéine Shc chez les cellules humaines dérivées de CCR puis le second objectif était de 
caractériser l'impact d'une surexpression de p66Shc chez des cellules déficientes pour 
p66Shc. 
MATERIEL ET METHODES 
1. Plasmides 
Les plasmides pcDNA3 contenant la séquence codante de l'isoforme p66Shc sauvage 
(WT), fusionnée à son extrémité NH2-terminale avec l'étiquette HA (oligopeptide issu de 
l'hémagglutinine du virus de la grippe), ou de mutants de p66Shc possédant une 
substitution de la sérine 36 en alanine (S36A) ou aspartate (S36D) (KISIELOW et al. 2002), 
ont été donnés gracieusement par le Dr. Nagamine (Friedrich Miescher Institute for 
Biomédical Research, Basel, Suisse). La substitution de la S36 en alanine (S36A) prévient la 
phosphorylation de ce site, alors que celle en aspartate (S36D) est présumée imiter l'état 
de phosphorylation de cette sérine en reproduisant la charge d'un groupe phosphate 
(LEGER et al. 1997) (schéma 10). Les différentes constructions de p66Shc ont été intégrées 
dans le vecteur rétroviral pLPCX (Clontech, Mountain view, USA) aux sites de restriction 
Hindlll et Notl en utilisant des méthodes de sous clonage adaptées du "Molecular cloning. 
A laboratory Manual." (SAMBROOK et al. 1989). L'intégrité de chacune des nouvelles 
constructions a été vérifiée par séquençage. 
À noter que tout au long du mémoire, p66Shc-WT correspond à la forme sauvage de 
p66Shc, p66Shc-A au mutant de p66Shc avec une substitution de la sérine 36 en alanine, 
p66Shc-D au mutant de p66Shc ayant une substitution de la sérine 36 en aspartate et 
pLPCX correspond au vecteur vide. 
2. Culture cellulaire 
Toutes les cellules ont été cultivées dans une atmosphère de 95% d'air et 5% C02, avec 
du milieu de culture contenant 50ng/ml de gentamicine, qui est utilisé pour diminuer la 
contamination bactérienne. Les cellules ont été détachées à 70-80% de confluence à l'aide 
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-> Serine 36 normale 
Substitution de la Sérine 36 en Alanine : résidu non phosphorylabe 
Substitution de la Sérine 36 en Aspartate: mime la phosphorylation 
Schéma 10 : Schéma des différentes constructions de p66Shc 
Schéma représentatif des 3 constructions différentes de p66Shc donné par le Dr Nagamine. La 
séquence codante de l'isoforme p66Shc sauvage (WT), est fusionnée à son extrémité N-terminale 
avec l'étiquette HA ainsi que les mutants de p66Shc possédant une substitution de la sérine 36 en 
alanine (S36A) ou aspartate (S36D) (KISIELOW et al. 2002). 
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de 0,25% de trypsine puis réensemencées dans un ratio d'un pour cinq et le milieu des 
cellules a été changé tous les 2-3 jours. À noter que toutes les cellules sont d'origine 
humaine (Tableau 1). 
3. Transfection 
3.1 Transfection transitoire 
Les transfections ont été effectuées dans des pétris de 10 cm. Les cellules ont été 
ensemencées à une densité de 1.25 x 106 dans du DMEM complémenté avec 10% de 
sérum. Le jour suivant, 2.5ng d'ADN d'intérêt dilué dans 100|iL de DMEM (Invitrogen, St-
Bruno, Qc, Canada) a été ajouté à 15nL de réactif Fugene 6 (Roche, Indianapolis, IN, USA), 
également dilué dans lOOpl de DMEM. Après une incubation de 15 min à température 
pièce (TP), le mélange d'ADN et de Fugene a été ajouté goutte-à-goutte aux cellules dont 
le milieu a préalablement été changé avec du DMEM frais, complémenté avec 10% de 
sérum. Après une incubation de 24h à 37°C, le milieu complet a été changé à nouveau. Les 
lysats cellulaires totaux ont été isolés 2 à 3 jours suivant la transfection. 
3.2 Génération de lignées stables 
Production des rétrovirus 
Les cellules HEK293 ont été utilisées pour la production des rétrovirus encodant l'ADN 
de p66Shc-WT, p66Shc-A, p66Shc-D ou le vecteur pLPCX vide. Pour ce faire, les cellules 
ont d'abord été transfectées avec le gène GAG, Pol et la glycoprotéine G de l'enveloppe 
vésiculaire du virus stomatisis (VSV-G) (voir section 3.1)(ORY et al. 1996). La protéine VSV-
G du manteau protéique du virus étant toxique pour les cellules, son expression est donc 
maintenue inactive par un répresseur TET, sauf lors de la production du virus. Deux jours 
suivant la transfection, du DMEM dépourvu de tétracycline et complémenté avec 10% de 
Tableau 1 : Caractéristiques des modèles cellulaires 
Cellules Origine Statut 
Tumorigénique (T) et 
Métastatique (M) 
Milieu de culture 
HIEC Cellule épithéliale 
intestinale normale 
Opti-MEM 
5% SVF (sérum de Veau 
Fétal) ; 2mM glutamate; 
lOmM Hepes 
HeLa Adénocarcinome de 
l'utérus 
T DMEM 
10% SVF ; 10mM Hepes 
Caco Adénocarcinome du T DMEM 
2/15 côlon 10% SVF ; 10mM Hepes 
HCT 116 Carcinome du côlon T McCoy's 5A 
10% SVF ; 10mM Hepes 
SW-480 Adénocarcinome du 
côlon type B-Duke's* 
T Leibovitz's L15 
10% SVF ; 10mM Hepes 
Colo 205 Adénocarcinome du 
côlon type D-Duke's, 
dérivé de site 
métastatique 
T RPMI 
10% SVF ; lOmM Hepes 
DLD-1 Adénocarcinome du 
côlon type C-Duke's 
T + M DMEM 
10% SVF ; 10mM Hepes 
HT-29 Adénocarcinome du 
côlon 
T + M McCoy's 5A 
10% SVF ; 10mM Hepes 
SW-620 Adénocarcinome du 
côlon type C-Duke's 
T + M Leibovitz's L15 
10% SVF ; 10mM Hepes 
T84 Carcinome colorectal 
du côlon 
T + M  DMEM/F12 
5% SVF ; 2.5mM L-
glutamine/glutaMAX ; 
15mM Hepes ; 0.25mM 
Pyruvate 
LoVo Adénocarcinome du 
côlon, type C-Duke's, 
grade IV, dérivé de 
site métastatique 
T + M  F-12 
10% SVF; lOmM Hepes 
HEK293 Cellules épithéliales 
de rein embryonnaire 
transformé avec un 
adénovirus 
DMEM 
10% SVF ; lOmM Hepes 
*Le système de Duke's est la nomenclature utilisée pour décrire les différents stades 
retrouvés au niveau du CCR (FITZGERALD 1982) 
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SVF inactivé à la chaleur (incubation à 56°C pendant 30 min) a été rajouté, permettant la 
production de virion. Le fait de chauffer le sérum permet d'inhiber le complément du 
sérum qui nuit à l'infection virale. Par la suite, les cellules ont été incubées 2 jours à 37°C. 
Finalement, les virus ont été récoltés en prélevant le milieu de culture, filtré à l'aide d'un 
filtre avec des pores de 0.45nm (MILLIPORE, Bedfore, USA) afin de retirer tous les débris 
cellulaires, et de ne laisser passer que les virus. Le milieu contenant les virus a donc été 
préservé à -80°C sous forme d'aliquots. 
Infection des cellules DLD-1 avec des rétrovirus codant pour p66Shc 
L'infection des cellules DLD-1 a été réalisée sur les cellules à environ 20-30% de 
confluence permettant donc aux cellules de croître et d'incorporer le virus. Pour ce faire, 
le milieu de culture des cellules a été retiré et lmL de virus contenant du polybrène à une 
concentration de 4ng/ml a été ajouté par puits. Le polybrène est un polymère cationique 
qui augmente l'efficacité d'infection par les rétrovirus dans les cellules en neutralisant la 
charge de répulsion entre les virions et les acides sialiques à la surface des cellules (ORY et 
al. 1996). Après une incubation de 4h à 37°C, 3mL de DMEM supplémenté avec 10% de 
sérum inactivé à la chaleur, a été ajouté. La sélection a été initiée 4 jours après l'infection 
en ajoutant 5ng/ml de puromycine au milieu de culture. Par la suite, les cellules ont été 
maintenues avec du milieu contenant l'agent de sélection à une concentration de 2|ig/mL. 
4. Extractions protéiques 
4.1 Extraction protéique sur les cellules en culture 
Les cellules préalablement rincées avec 5mL de PBS stérile froid, ont été lysées dans 
un volume de 0.5 à lmL (pour une plaque de 10 cm) avec du tampon Triton (50mM Hepes 
pH7,4, 150mM NaCI, 10% Glycérol, 0.5%Triton X-100, 2mM EDTA pH8, 1.5mM MgCI2) ou 
RIPA (Radio Immuno Précipitation Assay; 50mM Tris, 150mM NaCI, 1% NP-40, 0.5% 
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sodium deoxycholate). Les tampons de lyse ont été complémentés avec des inhibiteurs de 
protéases et de phosphatases justes avant leur utilisation (10ng/ml d'aprotinine et de 
leupeptine, et 1 mM de PMSF et de Na3V04). Suite à une incubation de 15 min sur glace, 
les lysats cellulaires ont alors été centrifugés (15000 rpm, 15 min à 4°C) dans le cas du 
Triton, ou bien soniqués pour le RIPA. Le surnageant contenant les protéines a été 
récupéré et préservé à -80°C pour fin d'analyses. 
4.2 Extraction protéique sur tissus 
Les échantillons de tumeurs, prélevés à partir des souris nues (voir section 7), ont été 
rincés dans du PBS froid, puis chacun mis dans 500|aL de tampon RIPA contenant le double 
de la concentration habituelle d'inhibiteurs (voir section 4.1). Afin de prévenir la 
dégradation des protéines, les échantillons ont été congelés immédiatement dans de 
l'azote liquide. Une fois tous les échantillons constitués, ils ont été dégelés sur glace, puis 
homogénéisés à l'aide d'un homogénéisateur de type polytron (2 x 10 sec). Par la suite les 
échantillons ont été agités pendant 20 min à 4°C, puis centrifugés (15 000 rpm, 15 min, 
4°C). 
À noter que le protocole de manipulation des animaux a été approuvé par le comité 
de la santé animale de l'Université de Sherbrooke en accord avec le Guide Canadien pour 
les soins et l'utilisation des animaux de laboratoire. 
4.3 Dosage protéique 
Le dosage protéique pour les lyses cellulaires effectuées avec du tampon Triton a été 
déterminé à l'aide de la méthode colorimétrique de Bradford (BRADFORD 1976). Pour les 
cellules lysées avec du tampon RIPA, leur concentration protéique a été déterminée selon 
la méthode de Lowry (LOWRY et al. 1951). Tous les réactifs provenaient de chez Bio-Rad 
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Laboratories (Mississauga, ON, Canada). Les courbes standard ont été générées avec la 
protéine albumine de sérum bovin (BSA: Roche, Laval, QC, Canada ). 
5. Analyses protéiques 
5.1 Immunobuvardage 
L'analyse du niveau d'expression de nos protéines d'intérêt a été déterminée par 
immunobuvardage. Brièvement, 25-50ng de lysats protéiques ont été solubilisés dans une 
solution tampon Laemmli (250mM Tris pH6,8, 8% SDS, 30% Glycérol, 0.02 %, 
Bromophenol blue, lOOmM DTT) et dénaturés à 100°C. Après une centrifugation de 30 sec 
à 10 000 rpm, les échantillons ont été déposés sur un gel de polyacrylamide de 8 à 15% de 
type SDS-PAGE (gel d'électrophorèse polyacrylamide) afin de séparer les produits. Par la 
suite, les protéines ont été transférées sur une membrane de nitrocellulose (Amersham 
Biosciences, Piscataway, USA). Les membranes ont ensuite été incubées lh à TP dans une 
solution de blocage de TBS/Tween 0.05% (TBST) contenant 5% de lait en poudre. Puis, 
elles ont été incubées à 4°C, de 12 à 16h avec un anticorps primaire, diluées dans la 
solution TBST selon les conditions énumérées dans le tableau 2. En ce qui concerne les 
anticorps d'actine et de tubuline, les membranes ont été incubées seulement pendant lh 
à TP. Les membranes ont ensuite été lavées avec du TBST, 3 fois pendant 5 min, suivies 
d'une incubation de lh avec l'anticorps secondaire couplé à la peroxydase (HRP 
peroxydase) dilué dans la solution TBST (voir tableau 2). Après 3 lavages de 5 min au TBST, 
les protéines ciblées ont finalement été détectées par chemiluminescence sur des films 
Hyperfilm ™ avec le réactif ECL (Enhanced Chemiluminescence de GE Healthcare, 
Buckinhghamshire, UK). 
À noter que pour les membranes incubées avec l'anti-phospho-serine 36, une solution de 
blocage CPPT a été utilisée (0,5% caséine, 1% PEG, 1% Polyvinylpyrrolidone, lOmM Tris-
HCI, 150mM NaCI, 0,1% Tween 20). De plus, la détection par immunobuvardage des 
protéines possédant l'étiquette HA a été réalisée à l'aide d'un anticorps HA primaire déjà 
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couplé à la peroxydase. Ainsi, l'incubation avec un anticorps secondaire n'était point 
requise avant la révélation par chemiluminescence. 
Tableau 2 : Liste des anticorps utilisés en immunobuvardage 
Anticorps primaire Dilution Source Fournisseur 
Anti-Shc 1:1000 Lapin John Bergeron, 
Université McGill,(DI 
GUGLIELMO et al. 
1994) 
Anti-Grb2 1: 1000 Lapin Santa cruz 
Anti-Grb2 1:1000 Souris BD Transduction 
laboratories 
Anti-HA 1 1000 Souris Covance 
Anti-HA- peroxydase 1 10000 Souris Roche 
Anti-ERK 2 (p44) 1 1000 Lapin Santa cruz 
Anti-Phospho-Tyr 1 2000 Souris Cell signaling 
Anti-Phospho-Shc (Tyr 
239/240) 
1 1000 Lapin Santa cruz 
Anti-Phospho-Shc (Tyr 
317) 
1:1000 Lapin Santa cruz 
Anti-Phospho-serine 36 1:5000 Souris Invitrogen 
Anti-Phospho-
ERKl/2(p42/44) 
1:1000 Lapin Cell signaling 
Anti-p-actine 1: 10000 Souris Sigma 
Anti-a-tubuline 1: 10000 Souris Sigma 
Anticorps secondaire 




Anti-Souris HRP 1:10000 Mouton GE Healthcare 
5.2 Co-immunoprécipitation 
Des co-immunoprécipitations ont été faites afin de regarder l'interaction entre deux 
protéines d'intérêts. Les lysats protéiques (500 à 1000|ig) ont été incubés avec 2 à 3^1 de 
l'anticorps d'intérêt dans du tampon de lyse (Triton ou RIPA) à 4°C pendant 16 à 18h. Par 
la suite, les protéines ont été incubées pendant 45 min à lh avec des billes de sépharose A 
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ou G (GE Healthcare, Buckinhghamshire, UK). La protéine A est une protéine qui se trouve 
à la surface des bactéries staphylococcus aureus, alors que la protéine G se trouve à la 
surface des streptocoques du groupe G. Toutes les deux interagissent avec les anticorps, 
mais avec une affinité différente. Les billes de sépharose A possèdent une plus grande 
affinité de liaison pour les anticorps polyclonaux alors que les billes G, ont une liaison plus 
spécifique avec les anticorps monoclonaux (HARLOW et al. 1988). Afin d'éliminer les 
interactions non spécifiques, les billes couplées à l'anticorps ont été lavées 3 fois avec du 
tampon de lyse et centrifugées entre chaque lavage (1 min à 10 000 rpm). Les complexes 
sont récupérés suite à un lavage au PBS et resuspendus dans un ratio 1: 1 (billes : PBS). 
Finalement, les protéines immunoprécipitées ont été détectées par immunobuvardage 
(voir section 6). 
5.3 Liaison croisée 
Des liaisons croisées ont été faites afin d'éliminer la détection de la chaîne légère et de 
la chaîne lourde des anticorps lors de l'utilisation de deux anticorps de la même source. 
Pour ce faire, l'anticorps primaire a préalablement été couplé aux billes de sépharose. 
L'anticorps d'intérêt et les billes de sépharoses ont été incubés avec agitation pendant lh 
à TP, et ensuite lavés 2 fois avec du borate de sodium (0,2M) à pH9 avec une 
centrifugation (10 000 rpm, 30 sec) entre chaque lavage. Les billes ont été resuspendues 
dans du sodium borate supplémenté de 5,18mg/mL de DMP (Dimethyl pimelimidate 
dihydrochloride, Sigma-AIdrich, Oakville, Ontario Canada) puis agitées pendant 30 min à 
TP. Le DMP aide à faciliter la liaison entre l'anticorps et les billes de sépharose. Afin 
d'arrêter la réaction, les billes couplées à l'anticorps ont été lavées une fois avec 0,2M 
d'ethanolamine pH 8, puis incubées et agitées pendant 2h à TP avec le même tampon. 
Finalement, les billes ont été lavées et resuspendues dans un ratio 1: 1 (billes : PBS). Les 
billes couplées à l'anticorps ont été conservées à 4°C. 
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6. Essais pour analyser différentes fonctions biologiques 
Tous les essais biologiques ont été effectués avec les lignées cellulaires stables de DLD-
1 réexprimant p66Shc-WT, p66Shc-A, p66Shc-D ou pLPCX. 
6.1 Prolifération 
Les cellules ont été ensemencées dans des plaques de 6 puits (2.5 x 104 cellules/ 
puits) puis trypsinisées (trypsine 0,25%, Wisent, St bruno,Québec, Canada), à des 
intervalles de 24h. Afin de différencier les cellules vivantes des cellules mortes, du trypan 
bleu a été ajouté aux cellules trypsinisées, et le nombre de cellules ainsi que leur viabilité 
ont été déterminés à l'aide du compteur à cellules "countless" (Invitrogen, Carlsbad, CA, 
USA). Les résultats ont par la suite été analysés à l'aide du programme GraphPad Prism5 
afin d'obtenir une courbe de croissance et de déterminer le temps de dédoublement. 
6.2 Viabilité 
Afin de déterminer la viabilité des cellules, deux techniques ont été utilisées. La 
première utilisant le compteur "countless" (voir section 6.1) puis la seconde en utilisant un 
test colorimétrique. Le réactif utilisé pour ce test est le sel de tétrazolium MTT (bromure 
de 3-(4,50dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tétrazolium). Le tétrazonium est réduit en 
formazan, par la succinate déshydrogénase des mitochondries présente dans les cellules 
vivantes. La couleur du milieu passe donc du jaune au bleu violet lorsque les cellules sont 
vivantes. L'intensité de cette coloration est proportionnelle au nombre de cellules 
vivantes. La solution de MTT (0.5mg/mL) a été ajoutée au milieu des cellules, puis incubée 
pendant 3h à 37°C. La lecture a été réalisée à une longueur d'onde (\) = 570nm à l'aide 
d'un spectrophotomètre. 
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6.3 Croissance en aear mou 
Les essais d'agar mou ont été effectués à partir de deux couches d'agar dans 
chaque puit. Une couche de fond qui a été incubée lh à 37°C, contenant 0,6% d'agar 
supplémenté avec 10% de SVF et du DMEM 2X. Pendant l'incubation, les cellules ont été 
trypsinisées, lavées avec du PBS et comptées à l'aide du compteur à cellules "countless". 
Suite à l'incubation, la couche de dessus, composée de 0,3% d'agar supplémenté avec 10% 
de SVF, du DMEM 2X et 5 000 cellules, a été ajoutée. Les plaques ont finalement été 
incubées à 37°C pendant une semaine. Les colonies formées dans l'agar ont été colorées à 
l'aide du réactif MTT (lmg/mL, Calbiochem, Gibbstown, NJ, USA) puis incubées pendant 
3h à 37°C. Le décompte du nombre de colonies a été fait à l'aide du programme Image J 
suite aux photos prises par l'alpha-imager. 
6.4 Apoptose 
Pour analyser l'apoptose, l'activité de la caspase-3 a été mesurée après avoir engendré 
un stress oxydatif. Pour ce faire, les cellules ont d'abord été traitées avec 125^M de H202 à 
différents temps puis les lysats cellulaires ont été préparés avec du RIPA. Pour l'essai, 
30ng d'extrait protéique ont été dilués dans 500|iL de tampon de réaction (lOOmM Hepes 
pH 7.5, 20% Glycérol, 5mM DTT) et 2^L du substrat caspase-3 substrate II, Fluorogenic ( 
Calbiochem, Gibson, NJ, USA) a été ajouté. Les échantillons ont été incubés à 37°C 
pendant 2h. Suite à l'incubation, le tampon de réaction a été ajouté, puis la densité 
optique a été déterminée à l'aide d'un spectrofluoromètre (X d'excitation = 380nm et \ 
d'émission = 405-500nm). Pour analyser les données, on a calculé la variation de 
fluorescence des échantillons par rapport à la valeur du blanc, considéré comme le bruit 
de fond de l'essai, avec la formule suivante : 
ÀF = Ff - Fn Fe = Fluorescence de l'échantillon 
F0 F0 F0 = Fluorescence du blanc 
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7. Essais de tumorigenèse in vivo 
Afin de déterminer le potentiel tumorigénique des cellules DLD-1 exprimant de façon 
stable p66Shc, 2.0 x 106 cellules/site ont été injectées de façon sous-cutanée dans des 
souris nues femelles (CD1 nu/nu, Charles River) âgées de 4 à 5 semaines. La taille des 
tumeurs a ensuite été déterminée périodiquement à l'aide d'un compas digital (Fisher 
Scientific). Le volume des tumeurs a été calculé en utilisant la formule du volume d'un 
ellipsoïde [V= 4/3 x (l/2xL/2xL/2) x ti, ou I est la longueur et L, la largeur]. Les souris ont été 
euthanasiées avant que le volume des tumeurs n'atteigne 1cm3 ou qu'il y avait présence 
d'ulcération. L'euthanasie a été réalisée par dislocation cervicale suite à une anesthésie 
par inhalation d'isoflurane. Les tumeurs ont été récupérées afin de procéder à un extrait 
protéique (voir section 4.2) et congelé dans de l'OCT (Optimal Cutting Temperature) pour 
des coupes éventuelles. 
8. Analyses statistiques 
Afin de déterminer si les résultats obtenus étaient significatifs, des analyses statistiques 
ont été utilisées ; soit un test student ou un test ANOVA (ANalysis Of Variance). 
RÉSULTATS 
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1. Expression des isoformes de Shc et leur phosphorylation sur tyrosine dans les 
cellules humaines de CCR 
1.1 L'expression protéiaue de p66Shc diminue dans les cellules humaines de CCR avant 
un statut plus agressif 
L'implication des protéines adaptatrices de Shc dans le CCR reste encore à être 
élucidée. Leur statut d'expression protéique a d'abord été évalué dans différentes lignées 
cellulaires humaines de CCR. Pour ce faire, ces dernières ont été classées selon leurs 
potentiels tumorigénique et métastatique basés sur la littérature (SEMPLE et al. 1978; 
TRAINER et al. 1988; BENTZIEN et al. 2001; Ll et al. 2001; FLATMARK et al. 2004; WILHELM 
et al. 2004; ALESSANDRO et al. 2006) (Figure 1A). Les cellules HeLa ont été choisies 
comme contrôle puisqu'elles expriment les 3 isoformes de Shc (MIGLIACCIO et al. 1997). 
Les cellules HIEC, qui sont non immortalisées et non cancéreuses, ont été sélectionnées 
comme contrôle de cellules épithéliales intestinales humaines normales (PERREAULT et 
JEAN-FRANCOIS 1996). L'expression protéique de Shc dans ces différentes lignées 
cellulaires a été déterminée par immunobuvardage à l'aide de l'anticorps polyclonal de 
Shc. Cet anticorps reconnaît le domaine SH2 de Shc qui est commun aux 3 isoformes (Dl 
GUGLIELMO et al. 1994). Nos résultats démontrent dans un premier temps, une 
diminution de l'expression de p66Shc chez les cellules épithéliales intestinales normales, 
HIEC, par rapport aux cellules cancéreuses. De plus, la diminution de l'expression de 
p66Shc dans les cellules cancéreuses est plus importante dans celles qui possèdent un 
potentiel plus agressif. Pour ce qui est de l'expression de p52Shc et p46Shc, on observe 
une augmentation dans les cellules cancéreuses par rapport au HIEC mais pas de 
corrélation marquée avec leur statut d'agressivité (Figure 1B). 
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Figure 1 : L'expression de p66Shc est diminuée dans les cellules humaines de CCR 
possédant un potentiel plus agressif 
(A) Schéma des différentes lignées cellulaires utilisées au courant de l'étude. Elles ont été 
classées selon leurs potentiels tumorigénique et métastatique basés sur la littérature. (B) 
Les cellules ont été lysées dans du tampon Triton et l'expression protéique de Shc a été 
déterminée par immunobuvardage. 
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1.2 La diminution de l'expression protéique de p66Shc corrèle avec une augmentation 
de la phosphorylation de p52Shc sur tyrosine dans les cellules humaines de CCR 
plus agressives 
Nos résultats ont démontré qu'il y avait une diminution de l'expression de p66Shc 
dans les cellules de CCR. Nous avons donc déterminé si les isoformes de Shc étaient 
engagées dans ces cellules. Pour ce faire, l'état de phosphorylation des différentes 
isoformes de Shc a été déterminé par immunobuvardage en utilisant un anticorps 
spécifique pour les tyrosines 239 et 240 phosphorylées de Shc (phospho-Tyr 239/240). 
Nos résultats démontrent une modulation de la phosphorylation sur tyrosine de p52Shc 
par rapport à son niveau d'expression (Figure 2). Plus particulièrement, une augmentation 
de la phosphorylation sur tyrosine de p52Shc a été observée dans les cellules de CCR plus 
agressives. Ceci indique une corrélation entre la diminution de l'expression de p66Shc et 
l'augmentation de la phosphorylation sur tyrosine de p52Shc dans ces cellules. Alors 
qu'aucune modulation n'a été observée pour l'expression de p46Shc. 
2. Implication de p66Shc dans différentes fonctions biologiques impliquées dans la 
carcinogenèse colorectale 
Afin d'évaluer l'implication possible de p66Shc au niveau de la carcinogenèse 
colorectale, p66Shc a été réexprimée de façon stable en infectant les cellules DLD-1, 
possédant un niveau non détectable de la protéine, avec des rétrovirus encodant pour 
l'isoforme p66Shc. L'expression de p66Shc a été validée dans les cellules DLD-1 par 
immunobuvardage en utilisant un anticorps anti-HA (figure 3 A). À noter que l'expression 










Figure 2 : Augmentation de la phosphorylation sur tyrosine de p52Shc en absence de 
p66Shc dans les cellules humaines de CCR. 
Phosphorylation des isoformes de Shc sur tyrosine, dans les lignées cellulaires humaines 
de CCR, détectée par immunobuvardage à l'aide d'un anticorps spécifique aux phospho-
tyrosines 239/240 de Shc sur des lysats totaux suite à une lyse cellulaire au tampon Triton. 
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Figure 3 : Expression de p66Shc exogène dans les cellules DLD-1 suite à l'infection virale 
(A) Expression protéique de la forme exogène de p66Shc dans les cellules DLD-1, infectées 
avec des rétrovirus codant soit pour p66Shc-WT, p66Shc-A, p66Shc-D ou le vecteur vide 
pLPCX. La protéine p66Shc a été détectée par immunobuvardage avec un anticorps-HA 
peroxydase reconnaissant spécifiquement la forme exogène de p66Shc (B) Morphologie 
des cellules qui ont été observées par un microscope optique à contraste de phase. Barre 
= 100 nm. 
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n'affecte pas le niveau protéique de p52Shc (Figure 3). Nous avons par la suite analysé 
l'impact de sa réexpression sur différentes fonctions biologiques impliquées dans le 
cancer colorectal. 
2.1 La réexpression de p66Shc n'affecte pas la prolifération cellulaire ni la viabilité des 
cellules DLD-1 
Afin de déterminer l'implication de p66Shc sur la prolifération des cellules DLD-1, un 
décompte cellulaire a été réalisé pour évaluer la croissance cellulaire ainsi que la viabilité 
des cellules. Le temps de dédoublement a été déterminé à partir de la courbe de 
croissance obtenue (Figure 4A). Nos résultats ne démontrent aucune différence entre les 
cellules réexprimant p66Shc et les cellules contrôles au niveau de la croissance et de la 
viabilité cellulaire (Figure 4B-4C). Ces résultats suggèrent que p66Shc n'a pas d'impact sur 
la prolifération et la viabilité des cellules DLD-1. 
2.2 La réexpression de p66Shc n'a pas d'effet sur la croissance sans ancrage à la 
matrice extracellulaire dans les cellules DLD-1 
Afin de continuer l'analyse de l'impact de p66Shc dans les fonctions biologiques 
impliquées dans CCR, la croissance sans ancrage à la matrice extracellulaire a été évaluée. 
Pour ce faire, les cellules DLD-1 ont été cultivées dans de l'agar mou. La morphologie et la 
taille des colonies ont été observées à l'aide d'un microscope optique en contraste de 
phase. Puis, le nombre de colonies a été déterminé à l'aide d'un essai colorimétrique en 
utilisant le MTT. D'après nos résultats, la réexpression de p66Shc ne change pas la 
morphologie, la taille et ni le nombre des colonies (Figure 5). Ainsi, p66Shc n'affecte pas la 
capacité des DLD-1 de croître sans ancrage à la matrice extracellulaire. 
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Figure 4 : L'expression de p66Shc n'affecte pas la prolifération et ni la viabilité des DLD-1 
(A) Les cellules DLD-1, réexprimant p66Shc-WT, p66Shc-A, p66Shc-D ou pLPCX (CTRL) ont 
été comptées à l'aide du compteur automatisé d'Invitrogen afin de déterminer leur 
croissance cellulaire. La courbe de croissance a été obtenue avec Graph pad prism 5, 
représentatif d'un essai fait 5 fois. (B) Représentation graphique de la moyenne du temps 
de dédoublement, n=5. (C) Représentation graphique de la viabilité des cellules DLD-1, 
réexprimant p66Shc-WT, p66Shc-A, p66Shc-D ou pLPCX (CTRL), estimées à l'aide du 
compteur de cellules automatisé d'Invitrogen, n=5. Les résultats sont exprimés en 





Figure 5 : La réexpression de p66Shc dans les DLD-1 n'influence pas la croissance sans 
ancrage à la matrice extracellulaire des cellules 
(A) Les cellules DLD-1 réexprimant p66Shc-WT, p66Shc-A, p66Shc-D ou pLPCX ont été 
cultivées dans de l'agar mou afin d'évaluer leur capacité à croître en absence d'ancrage à 
la matrice. La morphologie des colonies a été déterminée à l'aide d'un microscope optique 
à contraste de phase (barre = 100 |im). (B) Représentation graphique du nombre de 
colonies formées dans l'agar mou pour chaque population de cellules indiquée au cours 
de cinq expériences indépendantes. Pour faciliter la détection des colonies, une coloration 
avec le MTT a été effectuée. Le décompte des colonies, à partir de photos qui ont été 
prises avec l'alpha-imager, a été réalisé à l'aide du programme Image J (NIH). 
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3. implication de p66Shc dans différentes fonctions biologiques impliquées dans la 
carcinogenèse colorectale suite à une réponse au stress oxydatif 
Plusieurs études ont démontré l'implication de p66Shc dans la réponse apoptotique 
suite à un stress oxydatif (MIGLIACCIO et al. 1999; TRINEI et al. 2002; PACINI et al. 2004; 
TIBERI et al. 2006). Son rôle pro-apoptotique dépendrait de sa phosphorylation sur la 
sérine 36, présente dans le domaine CH2 de p66Shc (MIGLIACCIO et al. 1999). Par ailleurs, 
le stress oxydatif semblerait contribuer au développement du cancer (KLAUNIG et 
KAMENDULIS 2004; KONDO et al. 2005; LOPEZ-LAZARO 2009), d'où l'importance 
d'analyser l'effet de p66Shc en réponse au stress oxydatif dans les cellules de CCR humain. 
3.1 Une stimulation au H?0? entraîne une diminution de la viabilité des cellules 
DLD-1 indépendamment de p66Shc 
Une étude a démontré que l'H202 entraînait l'apoptose chez les cellules HeLa 
(SINGH et al. 2007). Pour commencer, l'impact du H202 a été analysé sur les DLD-1. La 
viabilité des cellules DLD-1 a d'abord été analysée en traitant les cellules pendant 15 min, 
3h, 6h et 24h avec 125^M d'H202. La staurosporine a été utilisée comme contrôle, 
puisqu'elle est connue d'induire une diminution drastique de la viabilité des cellules 
(BELMOKHTAR et al. 2001). La viabilité des cellules a été déterminée à l'aide d'une 
méthode enzymatique en utilisant le MÎT. Nos résultats démontrent qu'il y a une 
diminution de la viabilité des cellules au cours du temps, mais cela semble être 
indépendant de p66Shc, puisque qu'aucune différence n'a été observée entre les cellules 




























Figure 6 : L' H202 diminue la viabilité des DLD-1 
Représentation graphique de la viabilité des cellules DLD-1 exprimant p66Shc-WT, p66Shc-
A, p66Shc-D ou pLPCX. Les cellules ont été stimulées pendant 15 min, 3h, 6h et 24h avec 
125pM d'H202 et la viabilité a été obtenue par spectrophotométrie suite à un essai au 
MTT. 
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3.2 .La diminution de la viabilité des DLD-1 est due à une cvtotoxicité 
Les résultats précédents ont démontré que l'H202 diminuait la viabilité des cellules 
DLD-1. Des études ont démontré que p66Shc permettait l'activation de la caspase-3 suite 
à un stress oxydatif (ORSINI et al. 2004; PELLEGRINI et al. 2005). L'activité de la caspase-3 
a donc été mesurée pour vérifier si la diminution de la viabilité cellulaire était due à 
l'activation de la caspase-3. Nos résultats démontrent qu'il y a une diminution de l'activité 
de la caspase-3 suite à la stimulation au H202autant dans les cellules réexprimant p66Shc 
que dans les cellules contrôles. Mais la diminution semble être plus rapide dans les 
cellules contrôles (Figure 7). Ceci semble donc suggérer que la diminution rapide de la 
caspase-3 serait due à une cytoxicitée des cellules suite au traitement au peroxyde 
d'hydrogène. Ainsi, ce que l'on observe ne correspond pas à l'apoptose, mais très 
probablement à la nécrose. 
4. Impact de la réexpression de p66Shc sur ses voies de signalisation 
Nous avons analysé précédemment l'impact d'une réexpression de p66Shc sur les 
différents processus biologiques impliqués dans la carcinogenèse colorectale en utilisant 
les cellules DLD-1 comme modèle cellulaire. Nos résultats ont indiqué que p66Shc ne 
semble pas jouer de rôle sur ces processus biologiques. Par contre, des études 
précédentes ont démontré que p66Shc aurait un rôle négatif sur la voie MAPK en aval des 
RTK qui régule ces processus biologiques. Dans ce volet l'effet de la réexpression de 





Figure 7 : La chute de l'activité de ia caspase-3 dans les DLD-1, suite à une stimulation au 
H202, reflète la présence d'une cytotoxicité cellulaire. 
Représentation graphique de l'activité de la caspase-3 dans les cellules DLD-1 réexprimant 
p66Shc-WT ou pLPCX qui ont été traitées avec 125pM d'H202 à différents temps (7min Vi, 
15 min, 30 min, lh et 3h). L'activité de la caspase-3 a été mesurée à l'aide d'un substrat 
fluorogénique par spectrofluoromètre. Les résultats sont exprimés en fonction de la 
moyenne +\- SEM, ** = p<0.01. 
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4.1 La réexpression de p66Shc dans les cellules DLD-1 diminue la phosphorylation de 
p52Shc sur tyrosine ainsi que son interaction avec Grb2 
Des études suggèrent que p66Shc aurait un rôle négatif sur l'interaction entre p52Shc 
et Grb2 (OKADA et al. 1997; ARANY et al. 2008; X! et al. 2008). Pour déterminer si c'était le 
même cas dans notre modèle cellulaire, des essais de co-immunoprécipitations avec Shc 
et Grb2 ont été effectués avec des lysats cellulaires obtenus des cellules DLD-1 
réexprimant p66Shc. Les cellules ont été traitées sous trois conditions différentes afin 
d'analyser l'impact de la présence ou de l'absence des facteurs de croissance, qui 
permettent l'activation des RTK. Ainsi, les cellules ont soit été privées en sérum, soit 
stimulées 15 min ou maintenue en présence de sérum. Suite aux co-
immunoprécipitations, l'état de phosphorylation des isoformes de Shc a d'abord été 
analysé à l'aide d'un anticorps phospho-Tyr. Nos résultats démontrent un niveau 
d'expression stable pour les isoformes p52Shc et p46Shc malgré un problème de 
révélation de l'immunobuvardage (Figure 8). Cependant, on observe une augmentation de 
l'expression de p66Shc suite à une stimulation de 15 min au sérum (Figure 8). Pour ce qui 
est de la phosphorylation sur tyrosine de p66Shc, elle semble être plus soutenue suite à 
une stimulation de 15 min. Tandis que la phosphorylation sur tyrosine de p52Shc ne 
change pas entre les cellules privées ou celles maintenues en sérum dans les cellules 
contrôles (Figure 8). Par contre, chez les cellules réexprimant p66Shc, aucune 
phosphorylation de p52Shc n'est observée par rapport aux cellules contrôles (Figure 8). 
Ceci nous indique qu'en présence de p66Shc, le niveau de phosphorylation de p52Shc 
diminue. Nos résultats obtenus suite aux co-immunoprécipitations avec Grb2, démontrent 
qu'il y a une interaction entre p52Shc et Grb2 dans les cellules contrôles (Figure 9). 
Cependant, cette interaction est perdue en présence de p66Shc. Cependant, une légère 
augmentation de l'interaction entre p52Shc et Grb2 ainsi qu'entre p66Shc et Grb2 est 
observée suite à une stimulation de 15 min au sérum (Figure 9). Ceci indique qu'en 
présence de p66Shc, p52Shc ne s'associerait pas à Grb2. Ainsi, la réexpression de p66Shc 
dans les cellules DLD-1 aurait un effet inhibiteur sur la phosphorylation sur tyrosine de 
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Figure 8 : La réexpression de p66Shc diminue la phosphorylation sur tyrosine de p52Shc 
État de phosphorylation des isoformes de Shc détectée par immunobuvardage avec 
l'anticorps phospho-Tyr 239/240 de Shc. Les cellules DLD-1 exprimant la forme p66Shc-WT 
ainsi que le vecteur vide (cellules contrôles) ont été privées en sérum pendant 24h (SS), 
privées en sérum 24h puis stimulées 15 min (15') et finalement maintenues en présence 
de sérum (SE) puis lysées avec du tampon Triton. Les lysats ont été immunoprécipités avec 





Figure 9 : Perte de l'interaction entre p52Shc etGrb2 en présence de p66Shc dans les 
cellules DLD-1 
Interaction entre Grb2 et les isoformes de Shc par immunobuvardage avec l'anticorps Shc. 
Les cellules DLD-1 réexprimant la forme p66Shc-WT ou le vecteur vide (cellules contrôles) 
ont soit été privées en sérum pendant 24h (SS), soit privées en sérum 24h puis stimulées 
15 min (15') et soit maintenues en présence de sérum (SE). Afin de visualiser l'interaction 
entre Grb2 et Shc, les cellules ont été lysées avec du tampon Triton et les lysats ont été 
immunoprécipités avec un anticorps pour Grb2. 
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4.2 La réexpression de p66Shc ne module pas l'activation des MAPK dans les cellules 
DLD-1 en réponse aux facteurs de croissance 
Les cellules DLD-1 réexprimant p66Shc-WT, p66Shc-A, p66Shc-D ou pLPCX ont été 
privées en sérum pendant 24h puis stimulées 5 min ou 15 min avec du sérum. L'activation 
des voies MAPK a été déterminée par immunobuvardage à l'aide d'un anticorps qui 
reconnaît la phosphorylation double (thréonine 202 et tyrosine 204) sur ERK1 (p44) et 
ERK2 (p42) indiquant ainsi leur activation (Figure 10A). Nos résultats ont démontré une 
activation des voies MAPK suite à une stimulation de 15 min avec des facteurs de 
croissance. Cependant, aucune modulation de la phosphorylation d'ERK n'a été observée 
entre les cellules réexprimant p66Shc et les cellules contrôles. Ces résultats ont été validés 
en quantifiant le rapport de phospho-ERK2 sur ERK total par densitomètrie (Figure 10B). 
4.3 La surexpression transitoire de p66Shc ne module pas l'activation des MAPK dans 
les HEK293 en réponse aux facteurs de croissance 
Les cellules DLD-1 possèdent une forme mutée de Ras (WANG et al. 2004). Ceci 
pourrait expliquer pourquoi aucune modulation de l'activation des voies MAPK n'a été 
observée dans les cellules DLD-1 réexprimant p66Shc. Le même essai a donc été réalisé 
dans des cellules ayant une forme sauvage de Ras, soit dans les cellules HEK293. L'ADNc 
codant pour la protéine p66Shc ainsi que le vecteur vide, ont été transfectés de façon 
transitoire dans les cellules HEK293. Les cellules ont par la suite été privées en sérum 
pendant 24h et stimulées 15 min avec du sérum. La réexpression de p66Shc a tout d'abord 
été validée par immunobuvardage avec l'anticorps HA (Figure 11). Par la suite, l'activation 
des MAPK a été déterminée par immunobuvardage à l'aide d'un anticorps reconnaissant 
les formes actives de ERK1 (p44) et de ERK2 (p42). On observe une activation de ERK suite 
à une stimulation de 15 min au sérum, mais encore une fois, aucune modulation n'a été 
observée entre les cellules réexprimant p66Shc et les cellules contrôles (vecteur vide). 
Donc même dans les cellules possédant un Ras sauvage, la protéine p66Shc n'influence 
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Figure 10 : La réexpression de p66Shc ne module pas l'activation des MAPK dans les 
DLD-1 en réponse aux facteurs de croissance 
A) Niveau d'activation des MAPK, dans les cellules DLD-1 réexprimant p66Shc-WT, p66Shc-
A, p66Shc-D ou pLPCX. L'activité MAPK a été détectée par immunobuvardage à l'aide d'un 
anticorps spécifique aux formes phosphorylées de ERK1/2. Les cellules avaient 
préalablement été privées en sérum pendant 24h (SS), puis stimulées ou non 5 min (5') et 
15 min (15') et finalement lysées à l'aide du tampon Triton. B) Représentation graphique 
du statut de phosphorylation de ERK2 (p42) par rapport au niveau total de ERK quantifié 
par densitomètrie (n=5). Les résultats sont exprimés en fonction de la moyenne +\- SEM, 
ns = non-significatif. 
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pas l'activation de ERK et ainsi l'activation des voies MAPK suite à une stimulation au 
sérum (Figure 11). 
4.4 La surexpression de p66Shc ne module pas l'activation des MAPK dans les cellules 
DLD-1 et HEK293 en réponse au stress oxvdatif 
Une étude a démontré que suite à un stress oxydatif, la voie MAPK est activée dans les 
cellules HeLa (SINGH et al. 2007). Nous avons voulu déterminer si p66Shc influençait 
l'activation des MAPK dans ces conditions. Les cellules DLD-1 exprimant de façon stable 
p66Shc et les cellules HEK 293 transfectées avec l'ADNc codant pour p66Shc ont été 
utilisées. Ces dernières ont été traitées ou non pendant 15 min et 3h avec 125piM d'H202. 
Par la suite, l'activation des voies MAPK a été déterminée par immunobuvarage à l'aide 
d'un anticorps qui reconnaît les deux formes phosphorylées de ERK (p42 et p44). Nos 
résultats démontrent une activation de la voie MAPK suite aux stimulations avec l'H202. 
Cependant, aucune modulation marquée de l'activité MAPK n'a été observée entre les 
cellules réexprimant p66Shc et les cellules contrôles (Figure 12). 
5. Impact de p66Shc in vivo 
5.1 La réexpression de p66Shc dans les cellules DLD-1 diminue leur capacité à former 
des tumeurs chez les souris nues 
La réexpression de p66Shc dans les cellules DLD-1 ne semble pas avoir d'effets in vitro. 
Malgré tout, nous avons déterminé l'impact possible de p66Shc dans les cellules DLD-1 sur 
la tumorigenèse in vivo. Pour ce faire, les cellules DLD-1 réexprimant p66Shc-WT, p66Shc-
A, ou le vecteur vide de façon stable, ont été injectées de façon sous-cutanée dans les 
souris nues afin d'évaluer la croissance tumorale. Les tumeurs ont été mesurées 
périodiquement puis les résultats ont été analysés sur GraphPad Prism 5. Nos résultats 





Figure 11 : La surexpression transitoire de p66Shc dans les HEK293 ne module pas 
l'activation des MAPK en réponse aux facteurs de croissance 
Activation des MAPK, chez les cellules HEK293, analysée par immunobuvardage à l'aide 
d'un anticorps spécifique aux formes phosphorylées de ERK1/2. Les cellules HEK293 ont 
été transfectées de façon transitoire avec p66Shc-WT, p66Shc-A, p66Shc-D ou pLPCX. Elles 
ont par la suite été privées en sérum pendant 24h (SS) et stimulées 15 min (15') puis 
finalement lysées à l'aide du tampon Triton. L'efficacité de transfection a été vérifiée en 
validant l'expression protéique de la forme exogène de p66Shc par immunobuvardage à 
l'aide de l'anticorps HA. 
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Figure 12 : La stimulation à l'H202 induit l'activation des MAPK dans les DLO-1 et les 
HEK293 indépendamment du statut de p66Shc 
A) Niveau d'activation des MAPK détecté par immunobuvardage à l'aide d'un anticorps 
spécifique aux formes phosphorylées de ERK1/2 dans les cellules DLD-1 réexprimant 
p66Shc-WT, p66Shc-A, p66Shc-D et pLPCX. L'expression de p66Shc a été validée à l'aide de 
l'anticorps HA. B) Niveau d'activation des MAPK détecté par immunobuvardage à l'aide 
d'un anticorps spécifique aux formes phosphorylées de ERK1/2 dans les cellules HEK293 
qui ont été transfectées avec p66Shc-WT, p66Shc-A, p66Shc-D et le vecteur vide pLPCX 
(CTRL). L'expression de p66Shc a été validée à l'aide de l'anticorps HA. Les deux types 
cellulaires ont soit été maintenus sans stimulation au H202 (-), soit stimulés pendant 15 
min (15') ou soit stimulé 3h avec 125pM d'H202, mais tout le temps en maintenance de 
sérum. Les cellules ont par la suite été lysées avec du tampon RIPA. 
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former des tumeurs par rapport aux cellules contrôles (Figure 13A). Cette diminution est 
plus importante pour les cellules DLD-1 réexprimant p66Shc-WT que celles où p66Shc est 
muté sur la sérine 36 (p66Shc-A). De plus, les souris injectées avec les cellules DLD-1 
réexprimant p66Shc-WT et p66Shc-A ont formé 25 % moins de tumeurs par rapport aux 
souris injectées avec les cellules contrôles. Donc, la réexpression de p66Shc dans les 
cellules DLD-1 diminue leur capacité à induire la formation de tumeur in vivo des tumeurs 
et ceci en partie dépendante de la sérine 36. 
5.2 La diminution de la tumorigenèse in vivo ne semble pas être dépendante de la 
phosphorvlation sur tvrosine de p66Shc 
Les résultats obtenus in vitro ont démontré une compétition entre p66Shc et p52Shc 
pour la liaison avec Grb2 suite à la réexpression de p66Shc dans les cellules DLD-1 ainsi 
qu'une diminution de la phosphorylation de p52Shc (Figure 8 et 9). Pour cette raison, nous 
avons analysé l'état de phosphorylation sur tyrosine des isoformes de Shc par 
immunobuvardage à partir des lysats tumoraux. Nos résultats démontrent un très faible 
niveau de phosphorylation sur tyrosine de p66Shc, mais elle ne semble pas dépendre de 
p66Shc puisque qu'aucune différence n'est observée entre les souris injectées avec les 
cellules DLD-1 réexpirmant p66Shc-WT, p66Shc-A et les contrôles (Figure 13B). 
Cependant, le niveau de phosphorylation sur tyrosine de p52Shc est beaucoup plus élevé 
par rapport à celui de p66Shc mais encore une fois, aucune différence n'a été observée 
entre les différents lysats de tumeurs (Figure 13B). Ces résultats préliminaires indiquent 
qu'in vivo la réexpression de p66Shc n'affecte pas le niveau de phosphorylation sur 





































Figure 13 : La réexpression de p66Shc dans les DLD-1 diminue leur capacité à former des 
tumeurs dans les souris nues 
A) Représentation graphique du volume des tumeurs formées au court du temps à la suite 
de l'injection sous-cutanée de 2 x 106 cellules DLD-1 réexprimant p66Shc-WT, p66Shc-A ou 
le vecteur vide (pLPCX) dans les souris nues CD1. La fréquence de la formation de tumeur 
selon le nombre d'injections effectuées est indiquée entre parenthèse pour chaque 
population de cellules. B) État de phosphorylation et de l'expression des isoformes de Shc 
dans les tumeurs. Une immunoprécipitation avec un anticorps détectant les protéines Shc 
a été effectuée sur des lysats protéiques des tumeurs obtenues ci-haut. Les niveaux des 




Le rôle des protéines adaptatrices Shc commence à être de plus en plus 
caractérisé, ainsi que leur implication dans de nombreux cancers. Plusieurs études ont 
démontré un rôle antagoniste des isoformes p52 et p66 de Shc sur l'activité MAPK. De 
plus, p66Shc est impliqué dans l'induction de l'apoptose en réponse à divers stress 
cellulaires, dont le stress oxydatif. Cependant, peu d'études ont défini un rôle pour ces 
protéines au niveau du CCR. Le but de mon projet de recherche était de déterminer le rôle 
potentiel de l'isoforme p66Shc au niveau de la carcinogenèse colorectale. 
Le profil d'expression des isoformes de Shc a tout d'abord démontré que celui de 
p66Shc était diminué dans les cellules humaines de CCR par rapport aux cellules 
épithéliales normales HIEC. Cette diminution corrèle avec le statut d'agressivité de ces 
cellules ainsi qu'avec le niveau de phosphorylation sur tyrosine de p52Shc (Figures 1 à 2). 
Afin d'évaluer le rôle potentiel de p66Shc dans la carcinogenèse colorectale, j'ai analysé 
l'impact de sa réexpression sur de multiples processus biologiques cancéreux dans les 
cellules DLD-1, une lignée cellulaire humaine de CCR issu d'un adénocarcinome possédant 
des niveaux non détectables de p66Shc (Figure 3). Nos résultats ont démontré que la 
réexpression de p66Shc dans les cellules DLD-1 ne module pas la prolifération, la 
croissance sans ancrage à la matrice et ni l'apoptose en réponse au stress oxydatif (Figures 
4 à 7). Par ailleurs, p66Shc n'influence pas l'activation de la voie MAPK dans ces cellules en 
réponse à une stimulation au sérum et à un stress oxydatif (Figures 10 et 12). Cependant, 
j'ai démontré que p66Shc inhibait la phosphorylation de p52Shc sur tyrosines ainsi que 
son interaction avec Grb2 (Figure 8 et 9). De façon significative, mes résultats obtenus in 
vivo ont démontré que la réexpression de p66Shc dans les cellules DLD-1 diminuait leur 
capacité tumorigénique dans les souris nues (Figure 13). 
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1. Expression des protéines adaptatrices de Shc dans le CCR 
La diminution de l'expression de p66Shc observée dans les cellules humaines de 
CCR par rapport aux cellules HIEC corrèle avec leur agressivité ainsi qu'avec la 
phosphorylation de l'isoforme de p52Shc sur tyrosine (Figure 1 et 2). Ces résultats 
concordent avec une étude qui a démontré que l'isoforme p66Shc n'était pas exprimé 
dans les cellules cancéreuses pulmonaires par rapport aux cellules normales (MA et al. 
2010). Nos résultats corrèlent également avec des études réalisées sur des lignées 
cellulaires de cancer du sein où une diminution de l'expression de p66Shc a été observée 
dans les cellules cancéreuses par rapport aux cellules normales, et ceci concorde avec un 
niveau élevé de la phosphorylation sur tyrosine de p52Shc (STEVENSON et FRACKELTON 
1998). Dans le même ordre, une autre étude (DAVOL et al. 2003) a observé un niveau 
élevé de la phosphorylation sur tyrosine de Shc total par rapport au niveau de l'expression 
de p66Shc dans des échantillons de tumeurs primaires issus d'une cohorte de patients 
atteints du cancer du sein. Ces analyses IHC ont aussi démontré que l'augmentation de la 
phosphorylation sur tyrosine de Shc total corrélait avec une diminution de l'expression de 
l'isoforme p66Shc (DAVOL et al. 2003). 
Cependant, nos résultats vont à ('encontre de ce qui a été démontré dans une 
autre étude sur le cancer du sein. Ils ont au contraire observé une augmentation de 
l'expression de p66Shc dans des cellules cancéreuses de sein ainsi que dans des tissus 
issus de lésions de cancer du sein (JACKSON et al. 2000). Dans cette même optique, un 
niveau élevé de p66Shc a aussi été observé dans des lignées cellulaires cancéreuses de la 
prostate en réponse à la dihydrotestosterone, une hormone de la prostate, (LEE et al. 
2004; VEERAMANI et al. 2005) ainsi que dans des tissus cancéreux de la prostate analysés 
par IHC (LEE et al. 2004). Une des limitations de mesurer le niveau de protéine par des 
analyses IHC de tissus est que l'anticorps utilisé n'est pas toujours spécifique, et ainsi il 
peut reconnaître d'autres protéines que celle d'intérêt. Ceci pourrait expliquer en partie 
l'ambiguité entre certaines études où le niveau de p66Shc dans les tissus cancéreux a été 
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évalué par IHC. Néanmoins, il est possible que l'expression de p66Shc soit régulée de 
façon distincte selon les différents types de cancers, et que cette protéine agisse 
différemment selon le contexte cellulaire. 
Les études réalisées dans des cellules non cancéreuses ont démontré que p52Shc 
permet la phosphorylation de la cascade des MAPK et donc l'activation de cette voie ainsi 
que la prolifération cellulaire, alors que p66Shc inhiberait la prolifération (MIGLIACCIO et 
al. 1997; OKADAet al. 1997; XI et al. 2008). En considérant ceci, nos résultats préliminaires 
obtenus sur l'expression de Shc dans les différentes lignées cellulaires cancéreuses 
humaines, supportent l'hypothèse que p66Shc aurait un rôle dans la carcinogenèse 
colorectale en tant que suppresseur de tumeur. 
2. Rôle de p66Shc sur différentes fonctions biologiques impliquées dans la 
carcinogenèse colorectale 
Un des premiers rôles découverts pour Shc a été sa capacité de transformer les 
fibroblastes (PELICCI et al. 1992). Plus précisément, il a été démontré que la surexpression 
de p52Shc dans les fibroblastes embryonnaires de souris soit les NIH-3T3, induit leur 
transformation oncogénique. Toutefois, une étude similaire a par la suite démontré que la 
surexpression de l'isoforme p66Shc ne possède pas cette capacité (MIGLIACCIO et al. 
1997). Dans le contexte des cellules DLD-1, nous avons démontré que la réexpression de 
p66Shc ne renversait pas la transformation morphologique de ces cellules (Figure 3). 
Une caractéristique spécifique des cellules cancéreuses est une dérégulation de 
leur prolifération cellulaire. La réexpression de p66Shc dans les cellules DLD-1 n'a 
démontré aucun impact sur la viabilité cellulaire et ni sur leur croissance cellulaire par 
rapport aux cellules contrôles (Figure 4). Ainsi, dans notre modèle cellulaire nous pouvons 
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conclure que p66Shc n'influence pas la prolifération. Ces résultats vont à rencontre de ce 
qui a déjà été démontré dans la littérature où p66Shc aurait un rôle anti-prolifératif 
(MIGLIACCIO et al. 1997; OKADA et al. 1997). Cependant, il est à noter que ces études ont 
été exécutées sur des cellules non cancéreuses de muscle lisse (pSMC, Porcine Smooth 
Muscle cells) et de cellules lymphocytaires T (PACINI et al. 2004; XI et al. 2008), alors que 
dans notre étude, les cellules DLD-1 sont des cellules cancéreuses. Donc, p66Shc pourrait 
jouer des rôles différents selon un contexte cellulaire normal et cancéreux. 
Une autre particularité oncogénique des cellules DLD-1 est leur capacité de 
survivre et de croître sans ancrage à la matrice extracellulaire (SEPP-LORENZINO et al. 
1995). Nos analyses de croissance dans l'agar mou ont démontré que p66Shc ne module 
pas la croissance sans ancrage à la matrice extracellulaire dans les cellules DLD-1 (Figure 
5). La croissance cellulaire dans un tel environnement dépend en partie de la capacité des 
cellules à résister à la mort cellulaire suite à la perte d'ancrage à la matrice extracellulaire, 
soit l'anoïkose (FRISCH et FRANCIS 1994). Cette mort cellulaire programmée a été 
démontrée d'être régulée par p66Shc dans les cellules HEK293 et plus récemment dans les 
cellules cancéreuses pulmonaires (MA et al. 2007; MA et al. 2010). Par exemple, il a été 
démontré que la réexpression de p66Shc dans des cellules humaines de cancer du 
poumon n'exprimant pas p66Shc, diminue grandement leur résistance à cette mort 
cellulaire (MA et al. 2010). De plus, cette étude a démontré qu'une diminution de p66Shc, 
par approche d'ARN court en épingle à cheveux (ShRNA), confère une résistance accrue à 
l'anoïkose dans des cellules pulmonaires normales, qui expriment l'isoforme p66Shc (MA 
et al. 2010). Il est à noter que dans cette étude, la survie sans ancrage à la matrice 
extracellulaire a été évaluée suite à la maintenance des cellules en suspension dans des 
plaques ayant leur surface couverte d'une couche de Poly-HEMA (Polyl(2-hydroxyethyl 
méthacrylate) (FOLKMAN et MOSCONA 1978). Bien que la croissance en agar mou reflète 
souvent la capacité des cellules à proliférer et à survivre sans ancrage à la matrice 
extracellulaire, ce n'est pas toujours le cas. Plus particulièrement, même des cellules très 
sensibles à l'anoïkose peuvent croître dans de telles conditions si elles ont la capacité de 
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secréter un haut niveau de matrice extracellulaire (FRISCH et FRANCIS 1994). En 
considérant la limitation des essais en agar mou, il serait plus pertinent d'évaluer si la 
réexpression de p66Shc dans les cellules DLD-1 confère une sensibilité accrue à l'anoïkose 
suite à leur maintenance en suspension. 
Par ailleurs, nos résultats ont été obtenus dans le contexte ou les cellules DLD-1 
présentent une forme mutée de Ras. Cette mutation rend Ras actif de façon soutenue ce 
qui entraîne une hyperactivation de la voie MAPK (BOS 1989) et donc une 
hyperprolifération cellulaire qui serait indépendante de p52Shc et masquerait ainsi le rôle 
inhibiteur de p66Shc. De plus, l'anoïkose médiée par p66Shc dépend aussi de Ras, c'est-à-
dire que p66Shc diminuerait l'hyperactivité de Ras pour mener à l'anoïkose (MA et al. 
2007; MA et al. 2010). Ainsi le statut de Ras dans notre modèle cellulaire DLD-1, pourrait 
expliquer les résultats contradictoires obtenus pour la prolifération cellulaire et la 
croissance sans ancrage à la matrice extracellulaire. Il serait donc pertinent de faire ces 
essais avec des cellules possédant une forme sauvage de Ras. 
3. Implication de p66Shc dans la voie MAPK 
Nos résultats n'ont démontré aucun rôle pour p66Shc dans les différentes 
fonctions biologiques impliquées dans le CCR. Ces fonctions biologiques sont régulées tout 
particulièrement par la voie de signalisation MAPK, en aval des RTK suite à leur 
engagement par des facteurs de croissance (SEGER et KREBS 1995). Il a été démontré que 
p66Shc, compétitionne avec p52Shc pour l'interaction avec Grb2 en amont de la voie 
MAPK (XI et al. 2008). Consistant avec cette observation, nous avons démontré que 
lorsqu'il y avait une diminution du niveau d'expression de p66Shc dans les cellules 
cancéreuses de CCR plus agressives, une augmentation de la phosphorylation de p52Shc 
sur tyrosines était aussi observée. De plus, nos résultats obtenus dans les cellules DLD-1 
réexprimant p66Shc ont démontré une diminution marquée de la phosphorylation de 
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p52Shc, ainsi qu'une absence de l'interaction entre Grb2 et p52Shc (Figure 8). Le fait que 
l'on observe un effet inhibiteur de p66Shc sur cette interaction, qui se trouve en aval de 
Ras dans la voie de signalisation des MAPK, soutient l'hypothèse émise précédemment 
que le statut de Ras masquerait le rôle inhibiteur de p66Shc sur les fonctions biologiques 
dans les DLD-1. De ce fait, une étude a évalué comment p66Shc diminuerait le niveau de 
phosphorylation de p52Shc (XI et al. 2008). Elle suggère que p66Shc inhiberait la 
formation d'un complexe nécessaire à l'activation de p52Shc comprenant SHP2, SHPS-1 et 
Src (XI et al. 2008). Ainsi, dans nos études futures, on pourrait regarder si l'effet inhibiteur 
de p66Shc sur p52Shc passerait par ce complexe. 
De nombreuses études ont démontré que p66Shc inhibe la voie MAPK 
(MIGLIACCIO et al. 1997; OKADA et al. 1997; ARANY et al. 2008; XI et al. 2008). Nos 
résultats indiquent que p66Shc joue un rôle négatif au début de cette voie de signalisation 
au niveau de l'interaction de p52Shc et Grb2 (Figure 9). Cependant, nous avons observé 
que dans les cellules DLD-1, p66Shc n'influence pas l'activation de la voie MAPK. En effet, 
suite à des stimulations au sérum, il y a activation de ERK et donc des voies MAPK, mais 
aucune modulation n'a été observée entre les cellules réexprimant p66Shc et celles 
contrôles (Figure 10 et 11). Ces résultats vont à rencontre de ce qui a été démontré dans 
les études (MIGLIACCIO et al. 1997; OKADA et al. 1997; XI et al. 2008) précédentes 
puisque p66Shc a été décrit de jouer un rôle en tant qu'inhibiteur de cette voie. Les 
résultats obtenus auraient facilement pu être expliqués par le statut de Ras dans les DLD-
1, mais nous avons démontré le contraire en faisant les mêmes essais dans des cellules 
sauvages pour Ras, soit les HEK293. Il ne faut toutefois pas négliger le fait que les cellules 
HEK293 sont des cellules cancéreuses, et qu'elles présentent probablement aussi des 
modifications génétiques qui pourraient affecter la voie MAPK. 
Cependant, il est à noter que l'on a seulement analysé l'effet de la réexpression de 
p66Shc sur ERK, qui est située en aval de Ras alors que bien d'autres facteurs peuvent 
mener à l'activation de ERK via des voies indépendantes de Ras. Par exemple, il a été 
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démontré que la PKC active la voie MAPK-ERK1/2 indépendamment de Ras (UEDA et al. 
1996), de même que la glycoprotéine CD40 à la surface des cellules lymphocytaires B et T 
(KASHIWADA et al. 1998). Par ailleurs, une étude démontre que p66Shc inhibe l'activation 
de Ras en empêchant l'interaction entre Grb2 et SOS. Pour ce faire, le domaine CH2 de 
p66Shc interagirait avec le domaine SH3 en N-terminal de Grb2 ce qui va empêcher son 
interaction avec SOS (MA et al. 2007). Ce dernier est l'échangeur de GEF qui permet 
normalement l'activation de Ras, et en conséquence active la voie MAPK. Ainsi, si Grb2 ne 
peut se lier à SOS, il n'y aura pas activation de Ras. Consistant avec cette notion, une autre 
étude a démontré que p66Shc restreint l'hyperactivation de Ras dans les cellules 
cancéreuses de poumon mais le mécanisme d'action est encore méconnu (MA et al. 
2010). Ces études démontrent donc un rôle négatif de p66Shc sur Ras. Cependant, en 
ayant analysé seulement le niveau de phosphorylation de ERK en aval de Ras, ceci ne nous 
donne aucune indication du statut d'activation de Ras suite à la réexpression de p66Shc 
dans les cellules DLD-1. Il serait donc important de regarder directement l'impact de 
p66Shc sur l'activité de Ras. Ceci peut être mesuré à l'aide d'un essai de liaison in vitro 
(VERIN et al. 2000). Dans cet essai, la protéine GST (Glutathione S-transférase) est utilisée 
comme protéine d'appât, elle est fusionnée au domaine de liaison de Ras (RBD) de la 
protéine effectrice Raf-1. Ce domaine se lie à la GTP de Ras actif. Le complexe Raf-
RBD/GTP-Ras est par la suite précipité avec des billes d'affinités qui vont reconnaître la 
protéine GST dans les lysats cellulaires. Finalement, la quantité de Ras actif est 
déterminée par immunobuvardage. 
Il est important de souligner que les cellules DLD-1 ne sont pas les seules cellules 
de CCR humaines dans lesquelles nous avons tenté de réexprimer p66Shc de façon stable. 
En effet, par une méthodologie d'infection rétrovirale bien établie, nous avons aussi 
essayé de réexprimer l'isoforme p66Shc dans les cellules HT-29 (Ras +/+) et LoVo (p53 
+/+), mais sans succès, car aucune cellule n'a survécu à la suite de la sélection. De plus, 
nous avons tenté de surexprimer p66Shc dans les cellules épithéliales intestinales non 
transformées IEC-6, une lignée cellulaire dérivée de l'épithélium intestinal de rats 
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nouveau-nés (QUARONI et al. 1979). Consistant avec leurs caractéristiques de cellules 
épithéliales normales, nous avons identifié que les cellules IEC-6 expriment l'isoforme 
p66Shc. Malgré qu'à la suite de l'infection rétrovirale et de la sélection nous ayons été en 
mesure d'isoler des populations de cellules IEC-6, ces dernières s'avérèrent ne pas 
exprimer la forme exogène de p66Shc à des niveaux détectables par immunobuvardage. 
Cependant, nous avons avec succès surexprimé p66Shc dans ces mêmes cellules IEC-6, 
mais qui sont transformées par l'expression d'une forme oncogénique du récepteur Met, 
Tpr-Met (BERNIER et al. 2010). Ces résultats préliminaires indiquent que la transformation 
induite par l'oncoprotéine Tpr-Met permettrait aux cellules IEC-6 de tolérer un haut 
niveau d'expression de p66Shc par rapport aux cellules normales. Malgré que les 
mécanismes moléculaires sous-jacents à ces observations restent encore à être 
déterminés, nos résultats appuient que p66Shc posséderait des fonctions distinctes selon 
le contexte cellulaire. 
4. Rôle de p66Shc dans la carcinogenèse colorectale en réponse à un stress 
oxydatif 
Plusieurs études ont démontré l'implication de p66Shc dans la réponse 
apoptotique suite à un stress oxydatif (MIGLIACCIO et al. 1999; TRINEI et al. 2002; PACINI 
et al. 2004; TIBERI et al. 2006). Son rôle pro-apoptotique dépendrait de sa 
phosphorylation sur la sérine 36 de son domaine CH2 (MIGLIACCIO et al. 1999). Par 
ailleurs, le stress oxydatif semblerait contribuer au développement du cancer (WISEMAN 
et HALLIWELL 1996; ZOU et al. 2003; WU 2006). D'où, l'importance d'étudier l'effet de 
p66Shc en réponse au stress oxydatif dans les cellules humaines de CCR. Comme on s'y 
attendait, nous avons observé une activation des MAPK suite à un traitement au H202 
(SINGH et al. 2007). Toutefois, aucune modulation n'a été observée entre les cellules 
contrôles et les cellules réexprimant p66Shc (Figure 12). 
La viabilité des cellules a été déterminée suite à un traitement au H202. Une 
diminution de la viabilité des cellules DLD-1 a été observée dans les cellules réexprimant 
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p66Shc et celles contrôles (Figure 6). Le rôle pro-apoptotique de p66Shc implique 
l'activation de la caspase-3 (TRINEI et al. 2002). Nos résultats démontrent une diminution 
de l'activité caspase-3 dans les cellules contrôles ainsi que dans les cellules DLD-1 
réexprimant p66Shc par rapport aux cellules non stimulées (Figure 7). La diminution très 
rapide de la viabilité ainsi que la réduction marquée de l'activité de la caspase-3 pourrait 
s'expliquer par une dose trop élevée d'H202 qui induirait la nécrose, une mort cellulaire 
non programmée ne faisant pas intervenir les caspases (CHANDRA et al. 2000). En effet 
lors de la nécrose, les caspases sont inhibées par oxydation et S-Nitrosylation (CHANDRA 
et al. 2000). Cependant, la diminution de la viabilité semble être plus importante dans les 
cellules contrôles que dans les cellules réexprimant p66Shc (Figure 6). Ce qui suggère que 
p66Shc permettrait de générer une certaine activation de caspase-3 par rapport aux 
cellules contrôles, mais elle serait masquée par la nécrose. En supposant que la dose 
d'H202 était trop importante et a induit la nécrose au lieu de l'apoptose, il serait pertinent 
d'effectuer une courbe de viabilité des cellules DLD-1 en fonction de différentes doses 
d'H202 afin de déterminer une concentration optimale d'H202. De plus, notre modèle 
cellulaire utilisé possède une forme mutée pour le facteur de transcription p53 
(MARIADASON et al. 2003). Une étude a démontré que l'effet pro-apoptotique de p66Shc 
est plus important en présence de p53 (TRINEI et al. 2002). Ce facteur de transcription 
permettrait d'augmenter la stabilité de la protéine p66Shc. Ainsi, si p53 est 
fonctionnellement inactivé, p66Shc ne pourra pas jouer son rôle pro-apoptotique, il n'y 
aura pas de relâche de cytochrome c et ni activation de la caspase-3. Comme mentionné 
précédemment, le stress oxydatif induit par l'H202 permet l'activation de plusieurs voies 
de signalisation, dont la voie MAPK mais aussi de la voie JNK et p38 MAPK (HU et al. 1998; 
WANG et al. 1998; STORZ 2005; MCCUBREY et al. 2006). Ce qui est intéressant, c'est que 
ces deux dernières voies mènent non seulement à la mort cellulaire via p53 mais aussi 
phosphorylent p66Shc sur sa sérine 36 (LE et al. 2001). Il serait donc d'intérêt d'analyser 
l'activation de ces voies de signalisation et le rôle de p66Shc suite à sa réexpression en 
réponse au stress oxydatif dans des lignées cellulaires humaines de CCR possédant une 
forme sauvage de p53 comme les cellules T84 (TRINEI et al. 2002). Il est intéressant de 
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noter que certaines études suggèrent qu'il existe deux fractions de p66Shc dans la cellule. 
Une se trouvant dans le cytoplasme qui dépendrait de p53 pour augmenter sa stabilité 
alors que la seconde se trouverait dans la mitochondrie et régulerait le niveau d'ERO 
(NEMOTO et FINKEL 2002). Ainsi, analyser le niveau d'ERO intracellulaire dans les cellules 
réexprimant p66Shc serait pertinent. 
5. Rôle de p66Shc in vivo 
Nous avons démontré que la réexpression de p66Shc dans les cellules DLD-1 de 
CCR n'avait pas d'effet anti-prolifératif ou pro-apoptotique en culture (Figures 4 à 7). En 
revanche, nous avons observé que les cellules DLD-1 réexprimant p66Shc avaient une 
capacité réduite à former des tumeurs in vivo suite à leurs injections sous-cutanées chez 
des souris nues (Figure 13). Cet effet anti-tumorigénique était beaucoup moins marqué 
pour les cellules DLD-1 réexprimant p66Shc possédant une substitution de la sérine 36 en 
alanine. Ces résultats suggèrent que la phosphorylation sur la sérine 36 du domaine CH2 
de p66Shc, participerait au rôle de suppresseur de tumeur de p66Shc in vivo. 
Il est intéressant de souligner que non seulement les cellules DLD-1 réexprimant 
p66Shc ont généré des tumeurs de plus petite taille chez les souris nues par rapport aux 
cellules contrôles, mais que dans environ 25% des cas, aucune tumeur n'était formée 
suite à leurs injections (Figure 13A). De plus, alors qu'in vitro la réexpression de p66Shc 
induit une inhibition marquée de la phosphorylation de p52Shc sur tyrosines dans les 
cellules DLD-1 (Figure 8), nos analyses d'extraits de lysats protéiques isolés des tumeurs 
formées démontrent qu'il y a au contraire une augmentation de la phosphorylation de 
p52Shc sur tyrosines dans les cellules DLD-1 réexprimant p66Shc (Figure 13B). Ces 
résultats indiquent qu 'in vivo la formation de tumeurs par les cellules DLD-1 réexprimant 
p66Shc pourrait être en partie due à des mécanismes d'adaptation en amont de p52Shc, 
menant à la répression des effets anti-tumorigéniques de p66Shc dans les cellules DLD-1. 
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Ces résultats suggèrent donc un rôle de suppresseur de tumeur pour p66Shc in 
vivo. Comme mentionné précédemment, des études ont démontré que p66Shc aurait 
cette tendance au niveau du cancer du sein et du poumon (STEVENSON et FRACKELTON 
1998; DAVOL et al. 2003; MA et al. 2010). Mais aucune étude n'a vraiment analysé son 
impact in vivo sur la tumorigenèse. Cependant, des chercheurs ont démontré que p66Shc 
diminuait le développement métastatique in vivo (MA et al. 2007; MA et al. 2010). En 
effet, des cellules cancéreuses pulmonaires réexprimant p66Shc ont été injectées dans la 
veine de la queue de souris. Très peu de ces souris ont développé des métastases au 
niveau du poumon par rapport aux souris injectées avec les cellules contrôles. Ces 
observations in vivo, coïncident avec les fonctions de p66Shc. Plus précisément, p66Shc 
induit l'anoïkose, inhibant donc la capacité des cellules à croître et survivre sans ancrage à 
la matrice extracellulaire. De plus, il a été démontré que p66Shc inhibe la migration dans 
les cellules non cancéreuses, pSMC (XI et al. 2008). Ainsi, la capacité de p66Shc d'induire 
l'anoïkose et d'inhiber la migration cellulaire pourrait expliquer le rôle anti-métastatique 
observé dans les cellules cancéreuses pulmonaires. Il serait donc d'intérêt de déterminer 
si la réexpression de p66Shc dans les cellules DLD-1 diminue la migration cellulaire, induit 
l'anoïkose et de ce fait le développement métastatique in vivo. 
Nos résultats in vivo démontrent bien une différence par rapport à ceux obtenus in 
vitro. Outre une prolifération cellulaire accrue et une croissance sans ancrage à la matrice 
extracellulaire, plusieurs facteurs interviennent dans la formation de tumeurs in vivo qui 
pourraient expliquer une telle différence. Suite à l'injection sous-cutanée, les cellules sont 
soumises à des stress très importants dont un manque de nutriment et tout 
particulièrement d'oxygène. Une oxygénation insuffisante crée un microenvironnement 
hypoxique. En effet, l'hypoxie tumorale survient fréquemment lorsqu'il y a une expansion 
rapide de tumeurs solides, qui limite le nombre de vaisseaux sanguins permettant de 
fournir suffisamment d'oxygène pour alimenter les cellules tumorales (CARMELIET et JAIN 
2000). Tant les cellules normales que les celles cancéreuses ont une certaine capacité de 
s'adapter à un microenvironnement hypoxique en augmentant tout particulièrement 
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l'expression du facteur de transcription HIF-I (Hypoxia-inducible-factor) (POELLINGER et 
JOHNSON 2004). En effet ce facteur permet de réguler plusieurs fonctions biologiques qui 
favorisent la progression tumorale, dont l'angiogenèse, l'apoptose, la prolifération, etc. 
(KNOWLES et HARRIS 2001). Une étude a démontré que dans les cellules lymphocytaires 
T, l'hypoxie induit l'expression de HIF-I et augmente la mort cellulaire (CARMELIET et al. 
1998). Par la suite, une autre étude a démontré que l'accumulation d'HIF-l dans ces 
cellules était induite par p66Shc et qu'il induisait la mort cellulaire (CARRARO et al. 2007). 
Le rôle de l'hypoxie en tant qu'inhibiteur ou promoteur de l'apoptose reste encore à être 
élucidé (GREIJER et VAN DER WALL 2004). Il serait donc important d'analyser si la 
réexpression de p66Shc induit une augmentation d'HIF-l dans les cellules DLD-1. 
De plus, comme mentionné précédemment, la phosphorylation de la sérine 36 sur 
p66Shc a lieu suite à des stress cellulaires (MIGLIACCIO et al. 1999). Cette phosphorylation 
permet à p66Shc d'agir en tant que facteur pro-apoptotique en réponse à ces stress. La 
diminution de la tumorigenése induite par p66Shc observée est peut-être due à son rôle 
pro-apoptotique. De ce fait, il serait important de regarder si p66Shc est phosphorylée sur 
la sérine 36 dans nos lysats tumoraux ainsi que dans les essais in vitro. 
À part la nécrose, l'anoïkose et l'apoptose, il a été démontré récemment que 
l'autophagie induirait la mort cellulaire dépendamment des ERO. L'autophagie est un 
mécanisme de dégradation de macromolécules et d'organites cellulaires qui passe par le 
lysosome. Ce processus survient normalement lors d'un manque de nutriment (KONDO et 
al. 2005; SCHERZ-SHOUVAL et ELAZAR 2007). Ainsi, il serait intéressant de regarder si ce 
mécanisme pourrait expliquer la diminution tumorigénique induite par la réexpression de 
p66Shc dans les cellules DLD-1 suite à l'injection dans les souris nues. 
Finalement, nos résultats obtenus in vivo concordent avec la notion que p66Shc 
joue un rôle de suppresseur de tumeur dans le CCR, même s'il reste à définir les 
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mécanismes impliqués dans les différences observées entre nos modèles in vitro et in 
vivo. 
6. Conclusion et perspectives 
Le but de mon projet de recherche a été de définir le rôle potentiel de l'isoforme 
p66Shc au niveau de la carcinogenèse colorectale. L'ensemble de mes résultats de 
recherche in vitro a démontré que la protéine p66Shc n'a pas d'effet sur les fonctions 
biologiques impliquées dans la carcinogenèse colorectale dans les cellules DLD-1. C'est-à-
dire, soit au niveau de la prolifération, de la survie cellulaire ainsi qu'au niveau de la 
croissance sans ancrage à la matrice extracellulaire. Ces processus biologiques étant 
régulés principalement par la voie MAPK, la réexpression de p66Shc ne module pas non 
plus cette voie dans les cellules DLD-1. Ces résultats semblent suggérer que le rôle de 
p66Shc en tant qu'inhibiteur des voies MAPK dépendrait du contexte cellulaire dont le 
statut de Ras qui était muté dans notre modèle cellulaire soit les DLD-1. En effet, le fait 
que l'on observe quand même un rôle inhibiteur de p66Shc sur la phosphorylation de 
p52Shc et sur l'interaction entre Grb2 et p52Shc suggère que le rôle inhibiteur de p66Shc 
sur les MAPK serait masqué par la forme active de Ras dans les cellules DLD-1. C'est-à-dire 
que p66Shc inhiberait l'interaction entre Grb2 et p52Shc mais n'aura pas d'effet sur le 
reste de la voie MAPK puisque Ras se trouve en aval de Grb2. De plus, malgré le rôle 
flagrant démontré dans la littérature pour p66Shc au niveau de l'apoptose en réponse à 
un stress oxydatif (PELLEGRINI et al. 2005), dans notre étude nous n'avons pu conclure si 
p66Shc était impliqué ou non. Les cellules DLD-1 présente une forme mutée de p53, un 
médiateur clé de la voie apoptotique passant par p66Shc (TRINEI et al. 2002), il serait 
d'importance de refaire ces essais dans des modèles cellulaires où p53 et Ras sont sous 
formes sauvages, mais aussi en s'assurant qu'on n'induit pas la nécrose. 
Cependant, in vivo j'ai pu démontrer que p66Shc joue un rôle en tant que 
suppresseur de tumeur. En effet, la réexpression de p66Shc dans les cellules DLD-1 
diminue leur capacité à former des tumeurs in vivo. Les mécanismes impliqués dans cette 
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différence observée entre nos résultats in vivo et in vitro restent encore à être compris. 
Ainsi, engendrer in vitro le même genre de stress qu'il existe in vivo serait d'intérêt. Par 
exemple, priver les cellules de nutriments, c'est-à-dire les maintenir en absence de 
glucose, refléterait un stress retrouvé lors de la croissance tumorale in vivo. De même que 
les maintenir dans une condition hypoxique. Finalement, utiliser une méthode inductible 
pour exprimer p66Shc afin d'éliminer les mécanismes d'adaptation serait aussi d'intérêt. 
En conclusion, même s'il reste encore beaucoup d'éléments à comprendre sur 
l'implication de p66Shc dans la carcinogenèse colorectale, nos résultats in vivo tendent 
vers un rôle de suppresseur de tumeur pour p66Shc. 
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